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序論 
関節リウマチ(RA)は慢性進行性の関節破壊を特徴とする原因不明の全身性炎症性疾患で
あり、患者は世界で約 1%程度 1, 2、本邦では 60～70万人（0.3～0.8%）が罹患している 3。
病変の主座は関節滑膜にあり、滑膜の増殖・炎症（炎症性滑膜炎）から次第に周辺の軟骨・
骨の浸食、関節の破壊・変形（器質性関節障害）に至る 4。RA の関節破壊は、とくに発症
後 1～2年の早期で進行することが明らかになっており、関節破壊が進行すると関節機能障
害は不可逆的となり、QOL低下をもたらす 5。 
RA治療において、サラゾスルファピリジンやブシラミンなどの様々な従来型抗リウマチ
薬 (Conventional synthetic DMARDs：csDMARDs) が使用されているが、その中でも、
メトトレキサート (MTX) は長期にわたる有効性と安全性に関するエビデンスが豊富であ
り、アンカードラッグとして位置づけられている 6。海外では、MTX投与量は 7.5～25mg/
週の範囲で、高用量まで使用可能であった。本邦では、MTX は他の csDMARDs で RA 治
療効果が得られなかった症例に対して治療薬として 1999年に承認されたが、添付文書上の
成人 RA に対する承認用量の上限が 8mg/週となっていた 6。しかしながら、実際には、本
邦においても 8mgを超えた用量が必要な患者も多く存在していた。そこで、2011年 2月に
MTX成人用量の増量についての公知申請が承認され、現在、本邦でも、日本リウマチ学会
による関節リウマチ診療ガイドライン治療アルゴリズムにおいて、成人 RAに対してMTX 
16mg/週までの使用が認められ、第一選択としての使用が推奨されている 6（図 1）。 
RAの病態進行において、さまざ
まな炎症性サイトカインが関与す
ると知られているが、特に TNFα
が RA の慢性関節炎において重要
な役割を担っていることが報告さ
れている 7-9。このサイトカインに
対する抗体製剤が研究されるよう
になり、1993 年に抗 TNFα 製剤で
ある infliximabが誕生した。それにつづく抗 TNFα製剤として、現在までに etanerucept、
adalimumab、golimumab、certolizumab pegol の 4 剤が開発された。これらの抗
TNFα製剤が開発され、RA治療においてパラダイムシフトが起こった。抗 TNFα製剤は高
い関節破壊抑制効果をもち、効果発現も非常に早いことが知られている 10。そのため、MTX
での初期治療で良好な治療反応性が得られない患者において抗 TNFα 製剤を併用して、よ
り強力に関節破壊を防ぎ、さらには寛解を目指すことが推奨されている 11, 12。MTX と抗
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TNFα製剤は RA治療において、有効性や安全性が証明されているが、一方で RA患者にお
ける MTX や抗 TNFα 製剤の治療反応性や有害事象の発現に個体差があることが知られて
いる。MTXでは、良好な治療反応性が得られる患者は約 50%で、有害事象により服用を中
断する患者は約 30%と報告されている 13, 14。また、抗 TNFα製剤では約 30%の患者におい
て十分な治療反応性が得られないことや、約 20%の患者において治療を中断せざるを得な
くなるのが現状である 15。MTXや抗 TNFα製剤の治療反応性や有害事象の発現には個体差
だけでなく、性差や人種差の報告もある。一般に医薬品の治療反応性や有害事象の発現の
個体差の原因として、薬物動態（PK）や薬力学的作用（PD）の差が関係しているといわれ
ている。MTXの PKは、経口投与後、小腸から吸収され血液中を循環するが、血漿中半減
期は 5～8h と非常に短いため 16-18、24 時間後には血漿中から検出されなくなる。しかし、
MTX は細胞内に蓄積し効果を発現することが報告されている 19-22。MTX の構造式と細胞
内動態を図 2と図 3に示す。MTX自体はグルタミン酸を 1つもったMTX-PG1の構造にな
っており、さらに最大で 6個のグルタミン酸が
結合した MTX-PG7 まで確認されている 20。
MTX は葉酸輸送担体である reduced folate 
carrier (RFC1)を介して細胞内に取り込まれる
23 、細胞内の folylpolyglutamyl synthase 
(FPGS)により、ポリグルタメート化され
MTX-polyglutamates (MTX-PGs)となり、細
胞内に蓄積される 20。細胞内 MTX-PGs は
γ-glutamyl hydrolase (GGH)によって加水分
解され 24、ATP binding cassette (ABC)である
ABCB1、ABCC1～4、ABCG2 により細胞外
へと排泄される 25-29。MTXの PDに関しては、
MTX及びMTX-PGsが tymidylate synthase 
(TYMS) 及 び dihydrofolate reductase 
(DHFR) 、 5,10-methylenetetrahydrofolate 
reductase（MTHFR）を阻害することにより、
葉酸代謝経路及びピリミジン合成を抑制する。
ま た 、 5-aminoimidazole -4- 
carboxamideribonucleotide transformylase 
図 3 MTXの細胞内動態 
図 2 MTX-PGsの構造式 
6 
 
(ATIC）を阻害することにより、プリン合成の抑制及びアデノシン遊離の促進を引き起こす。
これらの作用から MTX は細胞増殖抑制や抗炎症効果を有すると考えられている 22, 30-34。
PD に関しては、血漿中の TNFα 自身、または TNFα の受容体に結合し、炎症反応やアポ
トーシスの誘導、シグナルの伝達を阻害する作用を有する。また、etanerceptを除く抗 TNFα
製剤は NK 細胞や好中球などの免疫細胞に発現している Fcγ 受容体に結合し、膜結合型
TNF-α 発現細胞への抗体依存性細胞傷害を誘導することが知られている 35-38。MTX 及び
抗 TNFα製剤の作用機序を図 4に示した。 
 
MTX 及び抗 TNFα 製剤の個体差の原因として、現在、MTX では PK に関わる輸送担体
39-62や酵素 39-42, 50-55, 63-76、及び PDに関わる酵素、抗 TNFα製剤では PDに関わるサイト
カイン 54, 77-86の遺伝子変異による酵素活性や発現量の変化が原因となる可能性を示唆した
報告も数多く発表されている。RA患者は骨破壊の進行を早期の段階から抑制することで予
後良好となることがしられているため、事前に治療反応性や有害事象の発現の予測が可能
となれば、治療方針を試行錯誤する時間が短縮され、骨破壊などの不可逆的な QOLの低下
を抑制できる。したがって、MTXや抗 TNFα製剤を用いた RA治療において、患者ごとの
治療反応性や有害事象の発現の事前予測は臨床上意義のあることである。そこで本研究で
は、治療反応性と有害事象の発現に影響を与える要因について、遺伝的因子及びそれ以外
の患者背景因子も含めて特定し、最適な MTX 及び抗 TNFα 製剤の個別化療法の確立に向
図 4 MTX及び抗 TNFα製剤の作用機序 
参考：リウマトレックス®カプセル 2mg インタビューフォーム(2016年 2月改訂、第 19 版) 
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けて以下の 3点について検討を行った。 
 
① 日本人におけるMTXに関連する輸送担体や酵素および抗 TNFα製剤に関連する TNFα
のアレル頻度の人種差及び性差の検討 
② 慶應義塾大学病院の患者コホートを用いたMTXの有効性及び安全性に影響を与える要
因の検討 
③ 慶應義塾大学病院の患者コホートにおける母集団薬物動態解析を用いた赤血球中
MTX-PGsのクリアランス(CL)に影響を与える要因の検討 
  
8 
 
第１章 日本人における MTX に関連する輸送担体や酵素および抗 TNFα 製剤
に関連する TNFα のアレル頻度と性差及び人種差の検討 
諸言 
MTX及び抗TNFα製剤の治療反応性や有害事象の発現において個体差が指摘されており、
MTXにおいては、人種差や性差が存在する可能性が報告されている 61, 74。抗 TNFα製剤に
おいては、性差の報告はあるが 87、人種差を比較した検討はない。個体差の原因として、両
剤の輸送担体や酵素、サイトカインにおいて、遺伝子多型が報告されており、それらが PK
や PDに影響を与えている可能性が示唆されている（表 1）。 
例えば、MTXの細胞内取り込みに関連する輸送担体である RFC1の遺伝子は、6つのエ
クソンから構成されており、ヒト 21 番染色体上に存在する。そして、エクソン 2 の 80 位
のグアニンがアラニンに変異している遺伝子多型 (RFC1 80G>A) があり、この変異により
細胞内への MTX の取り込み効率が上昇することが報告されている 62。また、MTX の作用
点であるMTHFRの遺伝子は、11のエクソンで構成されており、ヒト 1番染色体上に存在
する。そして、エクソン 4 の 677 位のシトシンがチミンに変異した遺伝子多型 (MTHFR 
677C>T) と、エクソン 7の 1298位のアデニンがシトシンに変異した遺伝子多型 (MTHFR 
1298A>C)が報告されている。それぞれ酵素の熱安定性に関連しており、変異することで酵
素活性が低下することが示されている 75, 76。 
一方、サイトカインである TNFα の遺伝子は 4 つのエクソンから成り、ヒト 6 番染色体
上に存在する。TNFαには、一般的に報告されている遺伝子多型として、-238G>A、-308G>A、
-857C>T の 3 つがある。これらは、ゲノム DNA のプロモーター領域に存在し、プロモー
ター活性の調整に関連していると考えられている 81。-238G>A の G/G、または -308G>A
の G/G を有する患者において、TNFα の mRNA の発現量が上昇したという報告や 81、
-857C>T に関しては、T アレルを有する患者で転写活性が高いと示唆している報告がある
86。 
上述のように輸送担体や酵素、サイトカインの遺伝子型頻度に関する報告は数多くある
が、これまで性差及び人種差に関してほとんど検討されておらず、特に日本人との比較は
ない。そこで、本章では、日本人における MTX に関連する輸送担体及び酵素と抗 TNFα
製剤の TNFαの遺伝子型頻度と、性差及び人種差の有無を検討することとした。 
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表 1 MTXに関連する輸送担体及び酵素と抗 TNFα製剤に関連する TNFαの遺伝子多型 
. 
 
野生 変異 野生 変異
80 エクソン2 ミスセンス変異 1051266 G A His Arg MTXの細胞内取り込み効率上昇
-43 5'UTR ― 1131596 T C なし なし タンパク質発現量の低下
ABCB1 7番 29 3435 エクソン27 サイレント変異 1045642 C T Ile Ile
転写効率低下、mRNA安定性低下、
発現量低下、細胞内MTX量上昇
ABCC2 10番 32 IVS23+56 イントロン23-24 Intron variant 4148396 T C なし なし 不明
ABCG2 4番 16 914 エクソン5 ミスセンス変異 2231142 C A Gln Lys タンパク質発現量の低下
-401 promotor ― 3758149 C T なし なし プロモーター活性の上昇
452 エクソン5 ミスセンス変異 11545078 C T Thr Ile 酵素活性の低下
FPGS 9番 16 1994 3'UTR ― 10106 A G なし なし mRNA発現量に関連
MTHFR 1番 11 1298 エクソン7 ミスセンス変異 1801131 A C Glu Ala 酵素活性の低下
TYMS 18番 7 ― 3'UTR 6bp 配列欠損 16430 +6bp -6bp なし なし mRNAの安定性を減少
-238 promotor ― 361525 G A なし なし mRNAの発現量が増大
-308 promotor ― 1800629 G A なし なし mRNAの発現量が増大
-857 promotor ― 1799724 C T なし なし 転写活性上昇
PD
GGH 8番 9
PK
MTX
抗TNFα
製剤
PD TNFα 6番 4
RFC1 21番 6
変異領域 変異の種類 rs number
DNA変化 アミノ酸変化
遺伝子変異による影響Drug PK/PD SNP 染色体
構成
エクソン数
遺伝子変異
位置
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第１節 MTXに関連する輸送担体及び酵素のアレル頻度の検討  
1. 目的 
RA患者におけるMTXに関連する輸送担体及び酵素の遺伝子型頻度を評価し、さらに性
差及び人種差の検討を行った。 
 
2. 方法 
2-1 対象者 
2010年 12月から 2011年 3月において、医療法人相生会 ピーエスクリニックに通院し
ていた American College of Rheumatology (ACR) 1987 criteria 88を満たす血縁関係の無
い 20歳以上の RA患者 153名を対象とした。 
 
2-2 遺伝子型評価 
1) 評価部位 
RFC1 80G>A (rs1051266)、RFC1 -43T>C (rs1131596)、ABCB1 3435C>T (rs1045642)、
ABCC2 IVS23+56T>C (rs4148396)、ABCG2 914C>A (rs2231142)、FPGS 1994G>A 
(rs10106)、GGH 452C>T (rs11545078)、GGH -401C>T (rs3758149)、MTHFR 1298A>C 
(rs1801131)、TYMS 3’-UTR 6-bp deletion/insertion （-6/+6）(rs16430) の遺伝子型を
評価した。 
 
2) 評価方法 
RA患者から末梢血を採取し、DNA抽出を行った。DNA抽出には、Wizards® Genomic 
DNA Purification Kit (Promega KK) を用い、抽出後は-20℃に保存した。DNA抽出方法
に関しては実験の部に記載した。遺伝子型の検討には、real-time polymerase chain 
reaction (PCR) 法を用いた。PCR 増幅は、genomic DNA 20ng、40×TaqMan® SNP 
Genotyping Assay Mix 0.63µL、TaqMan® Universal PCR Master Mix 12.5µLを含む全
量 25µL の反応溶液で行なった。PCR 反応条件は、initial denaturation 95℃ 10 分、
denaturation 92℃ 15秒及び annealing/extention 60℃ (FPGS 1994G>Aは 55℃、TYMS 
3’-UTR -6/+6は 52℃) 60秒を 40サイクル (ABCB1 3435C>Tと ABCG2 914C>A は 50
サイクル)とした。StepOnePlus real-time PCR system(Applied Biosystems) を用いて
PCRを行った。 
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2-3 MTXに関連する輸送担体や酵素の遺伝子発現に関する論文の検索 
2016年 5月時点でのMEDLINE、Embase、Cochrane Library、医中誌を用いて、「2-2
遺伝子多型評価」の項に記載した遺伝子型の頻度を評価した論文を検索した。検索ワード
として RFC1、 reduced folate carrier 1、 solute carrier family 19 (folate transporter) 
member 1、 SLC19A1、ABCB1、 ATP-binding cassette sub-family B member 1、 ABCC2、 
ATP-binding cassette sub-family C member 2、  ABCG2、  ATP-binding cassette 
transporter G2、 FPGS、 folylpolyglutamate synthase、 GGH、 gamma-glutamyl 
hydrolase、 MTHFR、 methylenetetrahydrofolate reductase、 TS、 TYMS、 thymidylate 
synthaseを用いた。 
論文の採択基準は以下の 3つとした。 
①RA患者を対象としている。 
②「2-2遺伝子型評価方法」の項に記載した遺伝子型を評価している。 
③人種が判断できる。 
 
2-4 統計解析 
アレル頻度を用いた性差及び人種差の比較検討及び Hardy-Weinberg 平衡 (HWE)の算
出は X2検定で評価した。なお、有意水準は 5%とした。全ての統計解析は解析ソフト SPSS 
for Windows 22.0J（SPSS Inc.Chicago,IL）を用いた。 
 
2-5 研究倫理 
 本研究計画は慶應義塾大学薬学部ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理委員会及び九州臨床
薬理クリニック臨床試験審査委員会にて承認され、登録前に RA患者に対して文書による同
意を得た。（〈薬学部〉承認番号：G100715-1、G110516-2、G140121-2、G140924-2、承認
時申請タイトル：Methotrexateによる関節リウマチ個別化療法の確立、〈相生会〉承認番
号：649CP-4、承認時申請タイトル：Methotrexateによる関節リウマチ個別化療法の確立） 
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3. 結果 
3-1 日本人 RA患者におけるアレル頻度と性差の検討 
 日本人RA患者 159名(男性 40名、女性 119名)における RFC1 80G>A、 RFC1 -43T>C、
ABCB1 3435C>T、ABCC2 IVS 23+56T>C、ABCG2 914C>A、FPGS 1994G>A、GGH 
452C>T、GGH -401C>T、MTHFR 1298A>C、TYMS 3'-UTR -6/+6の遺伝子型頻度及び
アレル頻度を表 2に示した。TYMS 3'-UTR -6/+6を除いて、遺伝子型頻度は HWEを満た
していたので、本コホートの遺伝子型頻度はメンデルの法則に従っていた。RFC1 80G>A
と RFC1 -43T>Cにおいて、80G/Gと-43T/T、80G/Aと-43T/C、80A/A と-43C/Cの 3つの
組み合わせしか見られなかった。したがって、日本人 RA患者において、RFC1 80G>Aと
-43T>C間で、強い連鎖不平衡が得られた。また、MTHFR 1298 A>C の Cアレルにおい
て、男性 10%、女性 21%となり、有意な差がみられた (p = 0.027)。他の遺伝子多型におけ
る性差は見られなかった。 
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表 2 日本人RA患者におけるMTXに関連する輸送担体や酵素の遺伝子型頻度の性差の検討 
Characteristics Total, n Genotype, n (%) Allele frequency (%) p-value* HWE 
RFC1 80  G/G G/A A/A G A 
  
Total  159 34 (21.4) 74 (46.5) 51 (32.1) 45 55 
 
0.461 
Men 40 9 (22.5) 18 (45.0) 13 (32.5) 45 55 
 
0.565 
Women 119 25 (21.0) 56 (47.1) 38 (31.9) 45 55 0.943 0.605 
 
 
       
RFC1 -43  T/T T/C C/C T C 
  
Total  159 34 (21.4) 74 (46.5) 51 (32.1) 45 55 
 
0.461 
Men 40 9 (22.5) 18 (45.0) 13 (32.5) 45 55 
 
0.565 
Women 119 25 (21.0) 56 (47.1) 38 (31.9) 45 55 0.943 0.605 
 
 
       
FPGS 1994  G/G G/A A/A G A   
Total  159 70 (44.0) 73 (45.9) 16 (10.1) 67 33  0.632 
Men 40 13 (32.5) 22 (55.0) 5 (12.5) 60 40  0.356 
Women 119 57 (47.9) 51 (42.9) 11 (9.2) 69 31 0.125 0.933 
         
GGH 452  C/C C/T T/T C T   
Total  159 134 (84.3) 22 (13.8) 3 (1.9) 91 9  0.081 
Men 40 34 (85.0) 5 (12.5) 1 (2.5) 91 9  0.169 
Women 119 100 (84.0) 17 (14.3) 2 (1.7) 91 9 0.917 0.221 
         
GGH -401  C/C C/T T/T C T   
Total  159 88 (55.3) 62 (39.0) 9 (5.7) 75 25  0.654 
Men 40 19 (47.5) 19 (47.5) 2 (5.0) 71 29  0.313 
Women 119 69 (58.0) 43 (36.1) 7 (5.9) 76 24 0.448 0.930 
         
ABCB1 3435  C/C C/T T/T C T   
Total  159 54 (34.0) 82 (51.6) 23 (14.4) 60 40  0.363 
Men 40 16 (40.0) 19 (47.5) 5 (12.5) 64 36  0.861 
Women 119 38 (31.9) 63 (52.9) 18 (15.1) 58 42 0.645 0.328 
         
ABCC2 IVS23+56  T/T T/C C/C T C   
Total  159 6 (3.8) 55 (34.6) 98 (61.6) 21 79  0.614 
Men 40 1 (2.5) 17 (42.5) 22 (55.0) 24 76  0.273 
Women 119 5(4.2) 38 (31.9) 76 (63.9) 20 80 0.457 0.928 
         
ABCG2 914  C/C C/A A/A C A   
Total  159 77 (48.4) 67 (42.2) 15 (9.4) 69 31  0.939 
Men 40 19 (47.5) 16 (40.0) 5 (12.5) 68 32  0.576 
Women 119 58 (48.7) 51 (42.9) 10 (8.4) 70 30 0.753 0.796 
         
MTHFR 1298  A/A A/C C/C A C   
Total  159 109 (68.6) 42 (26.4) 8 (5.0) 82 18  0.149 
Men 40 33 (82.5) 6 (15.0) 1 (2.5) 90 10  0.292 
Women 119 76 (63.9) 36 (30.2) 7 (5.9) 79 21 0.027 0.334 
         
TYMS 3'-UTR  -6/-6 -6/+6 +6/+6 -6 +6   
Total  159 72 (45.3) 67 (42.1) 20 (12.6) 66 34  0.478 
Men 40 20 (50.0) 10 (25.0) 10 (25.0) 62 38  0.003 
Women 119 52 (43.7) 57 (47.9) 10 (8.4) 68 32 0.399 0.304 
p-value：X2 test for allele frequencies between men and women 
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3-2 RA患者におけるアレル頻度の人種差の検討 
全論文 298報が検索され、RA患者を対象としている論文は 24報 (計 4,284名) 39, 42, 50-53, 
55-61, 63, 65-68, 71-73, 89であった。採択された論文は、RFC1 80G>Aは 8報であり、Japanese 6
報、Caucasian 3 報であった。 RFC1 -43T>C は Caucasian の 1 報であった。ABCB1 
3435C>Tは 6報であり、Japanese 2報、Caucasian 4報であった。 ABCC2 IVS23+56T>C
は Caucasianの 2報であった。 ABCG2 914C>Aは 2報であり、Japanese 1報、Caucasian 
1報であった。FPGS 1994G>Aは Caucasianの 1報であった。 GGH 452C>Tは 5報であ
り、Japanese 2報、Caucasian 3報であった。MTHFR 1298A>C は 14報であり、Japanese 
4報、Chinese 1報、Caucasian 8報、African-Amerian 1報であった。TYMS 3'-UTR -6/+6 
が 4報であり、Japanese 3報、Caucasian 1報であった。本コホートのアレル頻度を他の
人種と比較した結果を表 3に示した。RA患者において、Caucasianでは RFC1 80G>A 52, 
57-59及びMTHFR 1298 A>C 52, 53, 66-71, 89が HWEを満たさなかった。RFC1 80 G>A、RFC1 
-43T>C、ABCB1 3435 C>T、ABCC2 IVS23+56 T>C、ABCG 914 C>A、FPGS 1994 G>A、
MTHFR 1298A>C、TYMS 3'-UTR -6/+6において、本研究の対象患者と Caucasianとの
間でアレル頻度に統計学的に有意な差がみられた。 
  
  
 
1
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表 3 日本人 RA患者におけるMTXに関連する輸送担体や酵素の遺伝子型頻度の人種間の比較 
 Total,n Genotype frequency, n (%) Allele frequency (%) p-value HWE Reference No. 
RFC1 80 
 
G/G G/A A/A G A 
 
 
 
Japanese(Our study) 159 34 (21.4) 74 (46.5) 51 (32.1) 45 55 refrence 0.461 
 
Japanese 681 135 (19.8) 348 (51.1) 198 (29.1) 45 55 0.816  0.421 [39, 42, 50, 51, 55, 56]  
Caucasian 611 187 (30.6) 275 (45.0) 149 (24.4) 53 47 0.007  0.017 [52, 57-59]  
        
 
 
RFC1 -43 
 
T/T T/C C/C T C 
 
 
 
Japanese(Our study) 159 34 (21.4) 74 (46.5) 51 (32.1) 45 55 
 
0.461 
 
Caucasian 106 39 (36.8) 47 (44.3) 20 (18.9) 59 41 0.001 0.388 [57] 
          
ABCB1 3435   C/C C/T T/T C T      
Japanese(Our study) 159 54 (34.0) 82 (51.6) 23 (14.4) 60 40  0.363  
Japanese 174 61 (35.0) 80 (46.0) 33 (19.0) 58 42 0.656 0.460 [42, 50] 
Caucasian 769 178 (23.1) 381 (49.5) 210 (27.3) 48 52 < 0.001 0.838 [53, 60, 73, 89] 
          
ABCC2 IVS23+56   T/T T/C C/C T C      
Japanese(Our study) 159 6 (3.8) 55 (34.6) 98 (61.6) 21 79  0.614  
Caucasian 309 122 (39.5) 149 (48.2) 38 (12.3) 64 36 < 0.001 0.467 [53, 61] 
          
ABCG2 914   C/C C/A A/A C A      
Japanese(Our study) 159 77 (48.4) 67 (42.1) 15 (9.5) 69 31  0.939  
Japanese 55 30 (54.5) 20 (36.4) 5 (9.1) 73 27 0.723  0.537 [50] 
Caucasian 190 149 (78.4) 40 (21.1) 1 (0.5) 89 11 < 0.001 0.330 [53]  
          
FPGS 1994   G/G G/A A/A G A      
Japanese(Our study) 159 70 (44.0) 73 (45.9) 16 (10.1) 67 33  0.632  
Caucasian 205 42 (21.0) 99 (48.0) 64 (31.0) 45 55 < 0.001 0.743 [72] 
          
GGH 452 
 
C/C C/T T/T C T 
 
 
 
Japanese(Our study) 159 134 (84.3) 22 (13.8) 3 (1.9) 91 9 
 
0.081 
 
Japanese 142 129 (90.8) 13 (9.2) 0 (0.0) 95 5 0.107  0.568 [50, 51] 
Caucasian 571 479 (83.9) 91 (15.9) 1 (0.2) 92 8 0.705  0.119 [53, 72, 73] 
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表 3 日本人 RA患者における MTXに関連する輸送担体や酵素の遺伝子型頻度の人種間の比較 (つづき) 
 Total,n Genotype frequency, n (%) Allele frequency (%) p-value HWE
※
 Reference No. 
MTHFR 1298  A/A A/C C/C A C    
Japanese(Our study) 159 109 (68.6) 42 (26.4) 8 (5.0) 82 18  0.149  
Japanese 357 232 (65.0) 107 (30.0) 18 (5.0) 80 20 0.503 0.224 [39, 42, 50, 51] 
Chinese 93 63 (67.7) 29 (31.2) 1 (1.1) 83 27 0.655 0.237 [65] 
Caucasian 1828 809 (44.3) 785 (42.9) 234 (12.8) 66 34 < 0.001 0.045 [52, 53, 66-71, 89] 
African-American 138 102 (74.0) 35 (25.0) 1 (1.0) 87 13 0.109 0.278 [68] 
          
TYMS 3'-UTR  -6/-6 +6/-6 +6/+6 -6 +6    
Japanese(Our study) 159 72 (45.3) 67 (42.1) 20 (12.6) 66 34  0.477  
Japanese 409 173 (42.3) 193 (47.2) 43 (10.5) 66 34 0.883 0.314 [42, 55, 63] 
Caucasian 98 10 (10.2) 37 (37.8) 51 (52.0) 29 71 < 0.001 0.053 [52]  
HWE
※
: p-value for chi-square test for agreement with Hardy-Weinberg equilibrium. 
p-value: comparison of our study (Japanese) with each ethnic/population group. 
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4. 考察 
RA患者におけるMTXの薬物動態や治療反応性に影響を与える輸送担体や酵素の遺伝子
多型のアレル頻度の性差及び人種差を検討した。 
まず、性差に関しては、RA患者においてMTHFR 1298A>Cの遺伝子部位でみられ、男
性と比較し女性の方が Cアレルを有する割合が大きかった。既報告において、Kamedaら
90の 217名の日本人 RA患者における研究では、圧痛関節数や腫脹関節数、CRP濃度の減
少を指標としたMTX治療反応性が、女性より男性で良好であったことから、治療反応性に
おいて性差がある可能性を報告している。しかし、本コホートでの日本人 RA患者における、
アレル頻度の性差の原因に関する説明は明確にはできなかった。 
また、RFC1 80G>A と RFC1 -43T>Cに関して、Chatzikyriakidouらは 57、Greekにお
いて、RFC1 80G>A と RFC1 -43T>Cの組み合わせが 80G/Gと-43T/T、80G/Aと-43T/C、
80A/Aと-43C/C の 3種類のみとなり、2つの遺伝子多型には強い連鎖不平衡が存在すると
報告している。 本研究においても、RFC1 80G>Aと RFC1 -43T>Cの組み合わせが. 
Chatzikyriakidouらの結果 57と同様の 3種類のみであり、強い連鎖不平衡が存在した。 
次に、RA患者における人種間でのアレル頻度を比較した際、本試験における RFC1 
80G>Aの Aアレルの頻度は Caucasianの RA患者 52, 57-59より高かった。RFC1 80G>Aの 
A/Aを有するRA患者は赤血球中のMTX-PGs濃度が上昇し 42 91、その赤血球中のMTX-PGs
平均濃度が G/A及び A/Aの患者よりも 3.4倍高くなったと報告されている 92。赤血球中
MTX-PGs濃度は他の細胞内のMTX-PGs濃度と相関し、その濃度が高いほど治療反応性が
良いことが示唆されているため、RFC1 80G>Aの A/Aを有する患者で良好な治療反応性が
得られると考えられる。また、実際に RFC1 80G>Aの A/Aを持つ患者では、MTXの良好
な治療反応性が得られたことが報告されている 58。したがって、日本人では、Caucasian
よりも細胞内MTX-PGs濃度が高い患者が多く存在する可能性が考えられ、より低用量で
も Caucasianと同等の治療反応性を示すことができるかもしれない。今後、日本人 RA患
者においても、RFC1 80G>A が治療反応性に関連するかどうかを検討する必要がある。 
FPGS 1994 G>Aの Aアレルの頻度は Caucasian72よりも低いことが有意差を持って示
されている。末梢血単核球における FPGS mRNA発現量が RA患者におけるMTXの治療
反応性と関連することが示されているが 93、FPGS 1994 G>Aの遺伝子多型はMTXの有効
性や安全性への影響がないという報告がある 94。したがって、既報告から FPGS 1994 G>A
がMTXの有効性や安全性における個体差に影響するかどうかは不明である。FPGS 
1994G>Aの遺伝子頻度において人種差が存在するため、今後日本人においてもMTXの治
療反応性や有害事象の発現との関連性を検討していく必要があると考えられる。 
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ABCにおいて、ABCB1 3435 C>Tの Tアレルの頻度は Caucasianの RA患者 53, 59, 60, 89
よりも小さいことが示されている。逆に ABCC2 IVS23+56T>Cの C アレル及び ABCG2 
914 C>Aの Aアレルの頻度は Caucasianよりも高い結果が得られた 53, 61 。ABCB1 
3435C>Tは、Tアレルを有することでmRNAの安定性や発現量が減少することが報告さ
れており、MTXの細胞外への排泄が減少し 90、MTXの有効性や安全性に関連すると考え
られる。MTXの有害事象発現後のMTXの減量や中断を行うまでの期間が、ABCC2 
IVS23+56 T>Cの T/T を有する患者では 2か月、T/Cを有する患者では 23か月、C/Cを有
する患者では 29か月であり、遺伝子型とMTXの減量又は中断までの期間との関連性が
Ranganathanらによって示されている 61 。したがって、ABCC2 IVS23+56T>Cは ABCC2
の排泄機能に影響を与え、MTXの細胞外への排泄に関連する可能性が考えられた 61。また、
ABCG2 914C>Aでは、Aアレルを有する RA患者において、赤血球中のMTX-PG1-2の濃
度が高いと報告されている 53。 上述の ABCB1 3435C>Tと ABCC2 IVS23+56T>Cの変異
による影響を考慮すると、MTXの治療反応性は日本人よりも Caucasianで高くなると考え
られる。しかし、ABCG2 914C>A の変異による影響を考慮すると、日本人のMTXの治療
反応性のほうが高くなる可能性が考えられた。治療反応性を検討していない本検討のみで
は判断できないので、今後これらの 3つの ABCの遺伝子多型と有効性や安全性との関連性
を検討する必要があると思われる。 
MTHFR 1298 A>C の Cアレルの頻度は Caucasian と比較して低いことが示された 52, 53, 
66-71, 89。MTHFRは 5-メチル THFの合成に関連する酵素であり、MTHFR 1298A>Cの C
アレルにより、MTHFRの酵素活性が減少することがわかっている。それゆえMTHFR 
1298A>Cの遺伝子多型はMTXの有効性 91, 95や毒性 68, 96に関連があることが報告されて
いる。上述のように遺伝子多型によるMTXの有効性や毒性への影響を考慮すると、
Caucasiaan 52, 53, 66-69, 71, 89で最も影響が大きいと考えられる。しかし、日本人と Caucasian
の人種間で比較した、MTXの治療有効性と安全性に関連する情報はほとんどないのが現状
である。 
最後に、TYMS 3'-UTR -6/+6の-6アレルの頻度が Caucasianと比較して、日本人 RA患
者では約 2倍であることが示された 52。TYMS 3'-UTR -6/+6は、-6アレルを有する患者で
TYMSのmRNAの安定性が低下し、発現量が減少することが報告されている 97。したがっ
て、日本人 RA患者のほうが Caucasianと比較し、MTXの作用点である TYMSの発現量
が少ないことで、より低用量のMTXで治療反応性が得られると考えられる。しかし、-6
アレルを有する患者では、治療反応性が不良となる報告もある。この遺伝子多型による
TYMSの発現量の変化と臨床効果の乖離は現段階では不明である。TYMS 3'-UTR -6/+6と
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治療反応性や有害事象の発現との関連性を検討した報告は少ないため、今後、人種差もふ
まえて検討していく必要があると考えられる。 
一方、日本人 RA患者における RFC1 -43T>C及び FPGS 1994 G>A、ABCC2 IVS23+56 
T>Cのアレル頻度に関する既報告は存在しなかった。したがって、日本人 RA患者におけ
るこれらの遺伝子多型に関して報告した初めての研究となる。 
本試験においていくつかの限界が挙げられる。1) 多くの論文では人種や民族に関して明
確に記載されていなかったため、採択論文の数が少なくなってしまった。また、単一の施
設で行われている試験に関しては、筆頭著者の所属先の住所に基づいて人種を推定したた
め、人種を誤分類している可能性が考えられる。2) 人種の不明な論文があったため、本研
究で検討した全遺伝子多型で人種間での比較ができなかった。3) RA患者において、人種に
よってはいくつかの遺伝子多型で HWEを満たさなかった。4) 本コホートにおいて、ハプ
ロタイプの組み合わせを検討しなかった。 
 
5. 結論 
本研究では、日本人 RA患者間の性差と日本人 RA患者と他の人種とのアレル頻度の人種
差を検討した。MTHFR 1298A>C の Cアレルにおいて、男性 10%、女性 21%となり、性
差がみられた。また、RFC1 80 G>A、FPGS 1994 G>A、ABCB1 3435 C>T、ABCC2 
IVS23+56 T>C、ABCG 914 C>A、MTHFR 1298A>C、TYMS 3'-UTR -6/+6において、日
本人と Caucasianとの間で遺伝子型頻度またはアレル頻度において、統計学的に有意な差
がみられた。これらのアレル頻度の違いはMTX治療反応性や有害事象の発現の個体差に関
連するかもしれない。今後、これらの遺伝的因子と臨床効果との関連性を確認する必要が
ある。 
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第２節 抗 TNFα 製剤に関連する TNFα の遺伝子型頻度と性差及び人種差の検
討 
1. 目的 
日本人における TNFα 遺伝子型頻度に関する報告はいまだ少なく、不明な点が多く存在
する。そこで、本研究では抗 TNFα製剤の適正使用のための基礎情報を得ることを目的に、
日本人 RA患者における TNF-α遺伝子多型の遺伝子頻度を評価し、さらにその性差及び人
種差を検討した。 
 
2. 方法 
2-1 対象者 
2010年 12月から 2011年 3月において、医療法人相生会 ピーエスクリニックに通院し
ていた ACR 1987 criteria 88を満たす血縁関係の無い 20歳以上の RA患者 153名を対象と
した。 
 
2-2 遺伝子型評価方法 
1) 遺伝子型評価部位 
TNF-α-238G>A (rs 361525) 及び -308G>A (rs1800629)、 -857C>T (rs1799724) の遺
伝子型を評価した。 
 
2) 遺伝子型評価方法 
健康成人及び RA患者から末梢血を採取し、DNA抽出を行った。DNA 抽出には、
Wizards® Genomic DNA Purification Kit (Promega KK) を用い、-20℃に保存した。DNA
抽出方法に関しては実験の部に記載した。TNF-αの遺伝子型の検討には、real-time 
polymerase chain reaction (PCR) 法を用いた。PCR増幅は、genomic DNA 8ng、
40×TaqMan® SNP Genotyping Assay Mix 0.252µL、TaqMan® Universal PCR Master 
Mix 5µLを含む全量 10µLの反応溶液で行なった。PCR反応条件は、initial denaturation 
95℃ 10分、denaturation 92℃ 15秒及び annealing/extention 60℃ 60秒を 40サイクル
とした。 
 
2-3  TNFαの遺伝子発現に関する論文の検索 
2014年 9月時点での PubMed と Embaseを用いて、RA患者において TNF-α -238G>A
及び -308G>A、-857C>T の遺伝子型頻度を評価した論文を検索した。検索ワードとして、
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TNF-α-238G>A、TNFα -308G>A, TNFα -857C>T, Genetic polymorphism, rheumatoid 
arthritisを用いた。論文の採択基準は以下の 3つとした。1) RA患者を対象としている 2) 
RA 患者ともに TNF-α-238G>A, -308G>A, -857C>T のいずかの遺伝子型を評価している 
3) 人種が判断できる。 
 
2-4 統計解析 
アレル頻度を用いた性差及び人種差の検討、HWEの算出、ハプロタイプパターンの検討
に χ2検定を用いた。なお、有意水準は 5%とした。全ての統計解析は解析ソフト SPSS for 
Windows 22.0J（SPSS Inc.Chicago,IL）を用いて行った。 
 
2-5 研究倫理 
本研究計画は慶應義塾大学薬学部ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理委員会及び医療法人
相生会の臨床研究審査委員会ならびにヒトゲノム倫理委員会にて承認され、登録前に RA患
者に対して文書による同意を得た。（〈薬学部〉承認番号：G100715-1、G110516-2、G140121-2、
G140924-2、承認時申請タイトル：Methotrexate による関節リウマチ個別化療法の確立、
〈相生会〉承認番号：649CP-4、承認時申請タイトル：Methotrexate による関節リウマチ
個別化療法の確立） 
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3. 結果 
3-1 日本人 RA患者におけるアレル頻度と性差の検討 
本研究では、RA患者 153名(男性 40名、女性 113名) が登録された。各部位の遺伝子型
頻度はHWEに従っていた。TNF-α -238G>A, -308G>A, -857C>Tのいずれにおいても、性
差はみられなかった (表 4)。また、TNF α -238G/A、-308G/A、-857C/T による 6パター
ンのハプロタイプが確認され、最も多いパターンは TNF α -238G/G、-308G/G、-857C/C
であった。 
 
 
3-2 TNF-α遺伝子型頻度の人種差の検討 
人種差の検討のために検索された論文は 235報 (MEDLINE 110報, Embase125報)であ
った。これらのうち採択基準を満たした論文は TNF-α -238G/A 7報, -308G/A 5報, -857C/T 
3報であった。日本人 RA患者と他の人種の TNF α -238G/A、-308G/A、-857C/Tの遺伝子
型頻度及びアレル頻度を示した(表 5)。 
本コホートの RA患者 153名と各人種の遺伝子頻度を比較したところ、TNF-α -238G/A
は本検討と比較して、Han Chineseでアレル頻度に違いが認められ、日本人で TNF-α 
-238G>Aの Gアレルの頻度が高く、有意差がみられた (p=0.044)。TNF-α -308G/Aは
Caucasian、Han Chinese、Mestizoとの比較で違いが認められ、日本人 RA患者で TNF-α 
-308G>Aの Gアレルの頻度が高く、有意な差がみられた（Caucasian : p<0.001、Han 
Chinese : p=0.002、Mestizo : p< 0.001）。TNF-α-857C/T は Caucasianとの比較でアレル
頻度に違いが認められ、日本人で TNFα-857C>Tの Tアレルの頻度が高く、有意差がみら
れた (Caucasian : p<0.001)。 
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表 4 日本人 RA患者の TNF-α遺伝子型頻度の性差の検討 
 
total Genotype frequency n(%) Allele frequency（%） p-value HWE
※
 
RA patients        
TNF -238  G/G G/A A/A G A   
total 153 148（96.7） 5（3.3） 0（0.0） 98.3 1.7  0.837 
Men 40 39（97.5） 1（2.5） 0（0.0） 98.7 1.3 
0.753 
0.936 
Women 113 109（96.5） 4（3.5） 0（0.0） 98.2 1.8 0.848 
TNF -308 
 
G/G G/A A/A G A 
  
total 153 152（99.3） 1（0.7） 0（0.0） 99.7 0.3 
 
0.968 
Men 40 40（100.0） 0（0.0） 0（0.0） 100.0 0.0 
0.551 
― 
Women 113 112（99.1） 1（0.9） 0（0.0） 99.6 0.4 0.962 
TNF -857 
 
C/C C/T T/T C T 
  
total 153 91（59.5） 54（35.3） 8（5.2） 77.1 22.9 
 
0.998 
Men 40 27（67.5） 13（32.5） 0（0.0） 83.8 16.2 
0.101 
0.220 
Women 113 64（56.6） 41（36.3） 8（7.1） 74.8 25.2 0.685 
HWE
※
: p-value of chi-square test for agreement with HWE. 
p-value: comparison between male and female.  
  
 
2
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表 5 RA患者における TNF-α遺伝子型頻度及びアレル頻度の人種間における比較 
Ethnic group n Genotype frequency, n (%) Allele frequency (%) p-value HWE
※
 Reference No. 
TNF-α -238  G/G G/A A/A G A    
Japanese (our study) 153 148 (96.7) 5 (3.3) 0 (0.0) 98.4 1.6 Ref. 0.837  
Japanese  387 376 (97.2) 11 (2.8) 0 (0.0) 98.6 1.4 0.491 0.777 [84] 
Caucasian  1,817 1,684 (92.7) 131 (7.2) 2 (0.1) 96.3 3.7 0.059 0.739 [79, 98, 99] 
Han Chinese 819 756 (92.3) 61 (7.5) 2 (0.2) 96.0 4.0 0.044 0.515 [77, 78] 
Mestizo 180 169 (93.9) 9 (5.0) 2 (1.1) 96.3 3.7 0.117 <0.001 [81, 82] 
          
TNF-α -308  G/G G/A A/A G A    
Japanese (our study) 153 152 (99.3) 1 (0.7) 0 (0.0) 99.7 0.3 Ref. 0.968  
Japanese  387 384 (99.2) 3 (0.8) 0 (0.0) 99.6 0.4 0.261 0.939 [84] 
Caucasian 596 415 (69.6) 172 (28.9) 9 (1.5) 84.1 15.9 <0.001 0.060 [54, 79, 83, 98] 
Han Chinese  819 760 (92.8) 59 (7.2) 0 (0.0) 96.4 3.6 0.002 0.285 [77, 78, 85] 
Mestizo  183 154 (84.2) 26 (14.2) 3 (1.6) 91.3 8.7 <0.001 0.138 [81, 82] 
         
 
TNF-α -857 
 
C/C C/T T/T C T 
  
 
Japanese (our study) 153 91 (59.5) 54 (35.3) 8 (5.2) 77.1 22.9 Ref. 0.998  
Japanese  387 199 (51.4) 165 (42.6) 23 (6.0) 72.7 27.3 0.139 0.140 [84] 
Caucasian 363 314 (86.5) 48 (13.2) 1 (0.3) 93.1 6.9 <0.001 0.555 [79] 
Han Chinese  367 244 (66.5) 113 (30.8) 10 (2.7) 81.9 18.1 0.078 0.471 [77] 
TNF: Tumor necrosis factor; HWE
※
: p-value of chi-square test for agreement with HWE.  
p-value: comparison of each ethnic and our Japanese population (Ref.). 
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4. 考察 
本検討では、RA患者における抗 TNF-α製剤の治療反応性や有害事象の発現に影響を与
え得る TNF-αの遺伝子多型のアレル頻度の性差及び人種差を検討した。  
日本人 RA患者における TNF-α -238G>A及び-308G>A、-857C>Tの遺伝子型、及びア
レル頻度から、本研究の集団はHWEを満たしているため、メンデルの法則に従っている
といえる。したがって、日本人における TNF-α の遺伝子多型を検討するにあたり、最適
な集団であると考えられる。また、Sekiらの既報告の日本人を対象とした試験 84と結果を
比較すると、RA 患者における TNF-α のアレル頻度はどの TNF-α の遺伝子部位において
も差はみられなかった。 
まず、性差に関しては、本研究においても、検討した遺伝子部位では性差はみられなか
った。既報告では、Anecchino ら 87 が、RA に対して抗 TNFα 製剤の治療を行っている
Italian において、性別は抗 TNFα 製剤の初使用における non-responder の予測因子であ
ったと報告している。しかし、TNF-αの遺伝子多型における性差に関する情報はほとんど
なく、また有効性の情報がないため検討できなかった。 
次に RA患者における TNF-αの遺伝子多型のアレル頻度の人種差では、本研究の日本人
集団と他の人種間で TNF-α -238G>A、-308 G>A、-857 C>Tのアレル頻度に差が見られ
た。TNF-α -238G>A では、人種差がある傾向が見られ、特にMestizoと比較すると有意
差がみられた。-308 G>Aの Aアレルと G アレル間で、転写活性に違いが見られなかった
との報告 100がある一方で、in vitroにおいて 101、TNF-α -308 G>Aの Aアレルは転写活
性を上昇させることにより、mRNA の発現量を増大させることが示唆されている。また、
TNF-α -857C>T の T アレルが転写活性を高めるとの報告もある 101。Robak ら 102は RA
のグレードが高い患者では TNF-α の血漿中濃度が高いことを示しており、このことから
TNF-α の mRNA の発現量は RA のグレードに関わるとも考えられる。これらの報告と本
検討結果から、TNF-αの遺伝子型頻度の人種差は TNF-αのmRNAの発現量の違い、さら
には疾患活動性の違いにも影響する可能性が考えられる。一方で、Zeng らのメタアナリ
シスでは 103、TNF-α -308 G>A の Gアレルを有する患者でより良好な治療反応性を示す
ことを報告しており、Kangら 104は、TNF-α -857 C>Tの Tアレルを有する患者でエタネ
ルセプトの治療反応性が良いことが示されている。本研究では、Caucasian と比較し、
TNF-α -308 G>Aの Gアレルと TNF-α -857C>Tの Cアレルの頻度が日本人において高
い結果が得られた。したがって、日本人において、抗 TNFα製剤に対して良好な治療反応
性となりうる遺伝子型の頻度が他の人種よりも大きいことが示されたが、治療反応性の情
報がないため、明確な結論は出せなかった。 
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本研究における TNF-α -238 G>A及び-308 G>A、-857 C>T の組み合わせによるハプロ
タイプパターンは、G/G, G/G, C/C、 G/G, G/G, C/T、 G/G, G/G, T/T、 G/G, G/A, C/C、 
G/A, G/G, C/C、 G/A, G/G, C/Tの 6種類であり、-238G/G、-308G/G、-857C/Cのハプロ
タイプパターンが最も頻度が高かった。また、TNF-α -857C>Tの T/Tを有する患者は常
に G/G, G/G, T/Tのハプロタイプで構成されていた。Meceli-Richard105らは、380人のフ
ランスの Caucasianにおいて、 GGC, GAC, GGT, AGC, AACの 5種類のハプロタイプパ
ターンが見られたことを報告している。このうち、AACは一人のみのまれな組み合わせで
あり、本研究では見られなかった。-308G/G, -238G/G,-857C/Cの組み合わせを有する患者
ではアダリムマブの治療反応性がよくないことが示唆されており、個別化療法を検討する
うえで TNFαのハプロタイプパターンを考慮する必要があるかもしれない。 
本研究の限界としては、抗TNFα製剤の治療反応性や有害事象発現のデータがないため、
有効性や安全性と遺伝子多型との関連性を検討することができなかった点が挙げられる。  
 
5. 結論 
本研究では、日本人と Caucasianとの間で TNF-α -308G>A及び-857C>T のアレル及び
遺伝子型頻度に有意な差が見られた。人種間のアレル及び遺伝子型頻度の違いは抗 TNFα
製剤の治療反応性や毒性の違いに寄与しているかもしれないため、今後これらの関係を検
討していく必要がある。 
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第２章 RA 患者コホートにおける MTX 治療反応性及び安全性に影響を与え
る要因の検討 
諸言 
 
現在の RA の治療戦略においては、早期に疾患活動性を低下させることが重要とのこと
から実臨床では、より早い段階からMTXを投与し、積極的な増量により、MTXの効果が
最大限に得られるように努めている。しかし、MTX の有害事象として肝毒性や口内炎、
消化器障害などがよく知られており、日常診療下では、これらの有害事象発現の予防のた
めに、MTX投与 24～48時間後の葉酸投与がガイドラインで強く推奨されている。したが
って、日常診療下のコホートは MTX の作用として葉酸代謝拮抗があるため、葉酸投与に
より有効性が減弱している可能性があり、一方で有害事象の発現リスクは低く抑えられて
いる状態である。 
また、日本人 RA 患者における、日常診療下での複数の遺伝的因子を加味した有効性及
び有害事象発現に関する検討はほとんど行われていない。 
そこで、本章では、慶應義塾大学病院のリウマチ内科外来で治療中の日本人 RA 患者を
対象に、日常診療下の葉酸投与をふまえた上での、MTX の治療反応性や肝毒性の発現に
影響を与える要因について、複数の遺伝的因子を含めて検討することを目的とした。 
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第１節 MTX治療反応性に影響を与える要因の検討 
1. 目的 
慶應義塾大学病院に外来で受診している日本人 RA 患者における実臨床のデータを用い
て、MTX治療反応性に関連する要因を検討することを目的とした。 
 
2. 方法 
2-1 対象者 
2015 年 6～9 月において、慶應義塾大学病院リウマチ内科に通院治療中で MTX 服用歴
があり、本研究への参加に同意が得られた日本人成人 RA 患者のうち、MTX 及び葉酸投
与歴が明確な患者 159 名を本研究のベースコホートとした。RA の診断には、ACR 1987 
criteria 88 もしくは ACR/European League Against Rheumatism (EULAR) 2010 
criteria106に基づいて診断されている。ベースコホートのうち、MTX投与開始時のDisease 
Activity Score (DAS) 28≧3.2である患者、または、MTX投与開始時の DAS28が不明で
あるが、MTX 投与開始から 6 カ月時点で DAS28≧3.2 の患者を選択し、以下の除外基準
を満たす患者を除外して、解析用コホートを作成した。 
 
2-1-1 除外基準 
① 生物学的製剤をMTX投与開始から 4か月以内に使用している。 
② MTX以外の csDMARDsを併用している。 
③ カルテにコンプライアンス不良に関する記載がある。 
 
2-2 観察期間 
MTX投与開始から 6か月間とした。 
 
2-3 採血 
遺伝子解析用としてヘパリンナトリウム抗凝固剤入りの採血管を用いて１被験者あたり
全血 10mLを採取した。血液試料は、個人情報保護の目的で連結可能匿名化した後、慶應
義塾大学薬学部医薬品情報学講座に搬送した。 
 
2-4 遺伝子型評価 
1 ) 遺伝子型評価部位 
第 1 章で評価した遺伝子多型に、さらに 6 種類の遺伝子多型を加えた、以下 16 種類の
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遺伝子多型を評価した。RFC1 80G>A (rs1051266)、ABCB1 1236C>T (rs1128503)、
ABCB1 3435C>T (rs1045642)、ABCC2 1249G>A (rs2273697)、ABCC2 1058G>A 
(rs7080681)、ABCC2 IVS23+56T>C (rs4148396)、ABCG2 914C>A (rs2231142)、FPGS 
1994G>A (rs10106)、GGH 16T>C (rs1800909)、GGH 452C>T (rs11545078)、GGH 
-401C>T (rs3758149)、MTHFR 677C>T (rs1801133)、 MTHFR 1298A>C (rs1801131)、
TYMS 5’-UTR 28bp tandem repeat (rs34743033)、TYMS 3’-UTR (rs16430)、ATIC 
347C>G (rs2372536)。第 1 章の表 1 に示した遺伝子部位以外の遺伝子変異による機能変
化に関して表 6にまとめた。 
 
2 ) 遺伝子評価方法 
RA患者から末梢血を採取し、DNA抽出を行った。DNA抽出には、Wizards® Genomic 
DNA Purification Kit (Promega KK) を用い、-20℃に保存した。DNA抽出方法に関して
は実験の部に記載した。遺伝子型の検討には、real-time PCR 法を用いた。PCR 増幅は、
genomic DNA 4ng、40×TaqMan® SNP Genotyping Assay Mix 0.0625µL、TaqMan® 
Universal PCR Master Mix 2.5µLを含む 5µLの反応溶液で行なった。PCR反応条件は、
PCR反応条件は、Pre PCR 25℃, 30秒、initial denaturation 95℃ 10分、denaturation 
92℃，15秒および annealing/extension 58℃ (FPGS 1994G>Aは 55℃、TYMS 3’UTR 
-6/+6は 52℃)，1分を 40サイクル(ABCB1 3435C>T、ABCG2 914C>Aは 50サイクル)、
Post PCR 25℃, 30秒とした。StepOnePlus real-time PCR system(Applied Biosystems) 
を用いて PCRを行った。 
また、TYMS 5’UTR 28-bp tandem repeat (rs34743033) はPCR- Restriction Fragment 
Length Polymorphism (PCR-RFLP) 法を用いた。 Genomic DNA 100ng、 Takara Taq 
0.125µL 、10× PCR Buffer (Mg2+ plus) 2.5µL、dNTPs Mixture (2.5mM each) 2µL、
Forward primerと Reverse primer (最終濃度 1.0µM)、glycerol 2.5µL を含む 25µLの反
応溶液で行なった。Forward primer は 5'-GTGGCTCCTGCGTTTCCCCC-3'、reverse 
primerは 5'-GCTCCGAGCCG GCCACAGGCATGGCGCGG-3'を用いた。PCR反応条件
initial denaturation 95℃ 10分、その後 denaturation 95℃ 30秒、annealing  61℃ 30
秒、extension 72℃ 45秒を 35サイクル、final extension 72℃ 5分とした。電気泳動は
3% NuSieve GTG アガロースゲルを用いて、100Vで 80分泳動した。TYMS 5’UTR 28bp 
tandem repeatの遺伝子型は210bpのDNA断片が見られた場合を2R/2R、210bpと238bp
がみられた場合を 2R/3R、238bp がみられた場合を 3R/3R と評価した。また、238bp を
超える断片の場合はバンドの距離から判断し、nRとして評価した。 
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0
 
表 6 第 2章において追加したMTXに関連する輸送担体及び酵素の遺伝子多型 
野生 変異 野生 変異
ABCB1 7番 29 1236 エクソン27 サイレント変異 1128503 C T Gly Gly 不明
1249 エクソン10 ミスセンス変異 2273697 G A Val Ile 不明
1058 エクソン9 ミスセンス変異 7080681 G A Arg His 不明
GGH 8番 9 16 エクソン1/1 ミスセンス変異 1800909 T C Cys Arg 酵素活性の低下は不明
MTHFR 1番 11 677 エクソン4 ミスセンス変異 1801133 C T Ala Val 熱安定性の低下：酵素活性の低下
TYMS 18番 7 ― 5'UTR 28bp VNTR 34743033 2R 3R なし なし mRNAの発現量が増大
ATIC 2番 16 347 エクソン5 ミスセンス変異 2372536 C G thr Ser 酵素活性の低下
PK 3210番ABCC2
変異領域 変異の種類 rs number
DNA変化 アミノ酸変化
遺伝子変異による影響Drug PK/PD SNP 染色体
構成
エクソン数
遺伝子変異
位置
MTX
PD
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2-5 患者背景情報の収集 
患者背景情報は、患者プロフィール、医師の診療録、退院時サマリー、他院からの紹介
状、処方歴、初回問診票、臨床検査値を試験施設である慶應義塾大学病院内の電子カルテ
情報から収集した。飲酒歴、BMIなどの患者背景データはカルテ上入手できる最新のもの
を用いた。 
 
2-6 アウトカム 
MTX 投与開始から原則 6 か月時点での DAS28 で評価した。6 か月時点に来院していな
い場合はそれより前の最も近い受診日とするが、原則投与開始から 4か月以降とした。本
検討における DAS28の算出には下記の式を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
MTX の治療反応性の responder と non-responder を評価するにあたり、以下の定義を
用いる。 
responder：DAS28＜3.2  
non-responder：DAS28≧3.2 
 
2-7 検討因子 
以下に本節で用いた検討因子を示す。 
DAS28＜3.2の達成の有無、年齢、性別、評価部位の遺伝子多型 16種類、評価時点まで
のMTXの最大投与量、評価時点までの葉酸の最大投与量、MTX開始時の DAS28、MTX
開始までの罹病期間、リウマトイド因子(RF)陽性／陰性、抗シトルリン酸抗体(ACPA) 陽
性／陰性、BMI、MTX投与開始時の eGFR、proton pump inhibitor (PPI)の併用、飲酒 
 
  
DAS28 = 0.56×√T28+0.28×√S28+0.70×ln(ESR)×0.014×GH 
T28：28関節中の圧痛関節数 
S28：28関節中の腫脹関節数 
GH：全般的健康状態（100mmの VAS） 
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2-8 統計解析 
解析に用いる変数のうち、DAS28＜3.2の達成の有無、性別、遺伝子多型、RF、ACPA、
BMI (≧25/<25）、PPIの併用、飲酒 (≧3日/週 / ＜3日/週)は 2値変数とした。遺伝子多
型においては、2 つのホモの遺伝子型を比較し、頻度の高い遺伝子型を野生型ホモとし、
それ以外の遺伝子型を変異型アレルとした。一方、年齢、MTX 最大投与量、葉酸の最大
投与量、MTX開始時 DAS28、MTX開始までの罹病期間、MTX開始時の eGFRは連続変
数として用いた。MTX開始時の eGFRは eGFR(男)=194×(血清クレアチニン)-1.094×(年齢)-0.287、
eGFR(女)= GFR(男)×0.739を用いて算出した。 
2値変数及び評価部位の遺伝子頻度における HWEの成立の有無の評価には X2検定、連
続変数には studentの t検定を用いた。罹病期間はMan-WhitneyのU検定を用いて評価
した。MTX 治療反応性と遺伝子多型を含む患者背景因子との関連性の検討は、DAS28＜
3.2 の達成の有無を従属変数とし、単ロジスティック回帰モデルを用いた単変量解析と多
重ロジスティック回帰モデルの変数減少法を用いた多変量解析を行った。 
Crude Odds ratio(OR)は DAS28＜3.2の達成の有無と患者背景因子の単ロジスティック
回帰モデルによる単変量解析での ORとし、Adjusted ORは多重ロジスティック回帰モデ
ルによる多変量解析で得られた OR とした。単変量・多変量解析の結果は OR と 95%CI
を用いて表した。多変量解析に用いる検討因子は、単変量解析において、p＜0.4となった
変数のみとし、p＜0.1を追い出し基準とした変数減少法により変数を選択した。全ての検
定は有意水準 5%とした。なお、統計解析ソフトは、SPSS for Windows 23.0J（SPSS 
Inc.Chicago,IL）を使用した。 
 
 
2-9 研究倫理 
なお、本研究計画は慶應義塾大学医学部倫理委員会ならびに慶應義塾大学薬学部ヒトゲ
ノム・遺伝子解析研究倫理委員会にて承認された。(〈薬学部〉承認番号：G151007-1、
G161014-1 承認時申請タイトル：Methotrexateによる関節リウマチ個別化療法の確立、
〈医学部〉承認番号：20140445 承認時申請タイトル：Methotrexate による関節リウマ
チ個別化療法の確立) 
  
33 
 
3. 結果 
3-1 コホートの患者背景 
患者背景に関して表 8に示した。血縁関係のない 74名 (男性 7名、女性 67名)の日本人
RA 患者が本試験の選択基準に合致した。また、罹病期間では 6 名、ベースライン時の
DAS28では 4名、ACPAでは 2名、BMIでは 5名、飲酒では 5名において、データが欠
損していた。なお、MTX は、1 週間当たりの MTX 投与量を 1 回または 2～3 回に分割し
て、12時間間隔で 1~2日かけて経口投与し、5～6日の休薬が行われていた。葉酸はMTX
最終投与 48時間後に単回投与していた。 
 
表 8  RA患者コホートの患者背景 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3-2 各評価部位の遺伝子型頻度の検討 
コホートの遺伝子型頻度に関して表 9 に示した。HWE はほとんどの遺伝子多型で満た
されていたが、GGH 16T>C では p=0.044となり満たしていなかった。ABCC2 1058G>A
は G/Gの遺伝子型のみであったため、HWEを算出することができなかった。また、GGH 
16T>Cと GGH –401C>T において、強い連鎖不平衡がみられた(r=0.973) 
Characteristics n=74 
Age (years; mean±SD) 58.7 ± 12.7 
Gender, female, n (%) 67 (90.5) 
disease duration *1 
(median year, minimum-maximum)  
0.61 (0-28.9) 
DAS28 at baseline*2 (mean±SD) 4.63±0.93 
rheumatoid factor, positive, n (%) 50 (67.6) 
Anti-cyclic citrullinated peptide antibody(ACPA)*3, 
posivite, n (%) 
45 (62.5) 
BMI (>25)*4, n (%) 7 (10.4) 
MTX max dosage (mg/week; mean±SD) 10.1 ± 2.8 
Folic acid dosage (mg/week; mean±SD) 6.6 ± 4.4 
combination of PPI, n (%) 6 (8.1) 
Alcohol*5, n (%) 14 (20.3) 
eGFR at baseline (mL/min/1.73 m2; mean±SD) 79.3 ± 17.5 
disease duration *1： 6 missing data 
DAS28 at baseline*2： 4 missing data 
ACPA*3   ： 2 missing data 
BMI (>25)*4： 7 missing data 
Alcohol*5  ： 5 missing data 
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表 9 コホートの遺伝子型頻度 
Genetic Polymorphisms genotypes total (n=74) HWE* 
RFC1 80G>A G/G 17 (23.0) 0.198 
 
G/A 31 (41.9)  
 
A/A 26 (35.1)  
ABCB1 1236C>T C/C 9 (12.2) 0.669 
 
C/T 36 (48.6)  
 
T/T 29 (39.2)  
ABCB1 3435C>T C/C 24 (32.4) 0.846 
 
C/T 37 (50.0)  
 
T/T 13 (17.6)  
ABCC2 1249G>A G/G 56 (75.7) 0.519 
 
G/A 16 (21.6)  
 
A/A 2 (2.7)  
ABCC2 1058G>A G/G 74 (100) ― 
 
G/A 0 (0.0)  
 
A/A 0 (0.0)  
ABCC2 IVS 23+56C>T C/C 51 (68.9) 0.926 
 
C/T 21 (28.4)  
 
T/T 2 (2.7)  
ABCG2 914C>A C/C 35 (47.3) 0.644 
 
C/A 33 (44.6)  
 
A/A 6 (8.1)  
FPGS 1994G>A G/G 26 (35.1) 0.332 
 
G/A 39 (52.7)  
 
A/A 9 (12.2)  
GGH 16T>C T/T 36 (48.6) 0.044 
 
C/T 36 (48.6)  
 
C/C 2 (2.7)  
GGH 452C>T C/C 61 (82.4) 0.647 
 
C/T 12 (16.2)  
 
T/T 1 (1.4)  
GGH –401C>T C/C 37 (50.0) 0.06 
 
C/T 35 (47.3)  
 
T/T 2 (2.7)  
MTHFR 677C>T C/C 25 (33.8) 0.784 
 
C/T 37 (50.0)  
 
T/T 12 (16.2)  
MTHFR 1298A>C A/A 51 (68.9) 0.565 
 
A/C 20 (27.0)  
 
C/C 3 (4.1)  
ATIC 347C>G C/C 45 (60.8) 0.830 
 
C/G 25 (33.8)  
 
G/G 4 (5.4)  
TYMS 5'-UTR 2R/2R 5 (6.8) 0.562 
28-bp tandem repeat 2R/3R 16 (21.6)  
 
3R/3R 53 (71.6)  
TYMS 3'-UTR -6/-6 33 (44.6) 0.773 
6-bp deletion/insertion -6/+6 32 (43.2)  
 
+6/+6 9 (12.2)  
* p-value of chi-square test for agreement with HWE 
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3-3 単変量・多変量解析の結果 
単変量・多変量解析の結果を表 10、11に示した。ABCC2 1058G>A に関しては、G/G
を有する患者しか存在しなかったため、解析から除外した。 
単変量解析では、罹病期間が長いほどMTXの治療反応性が低下する傾向が見られ(OR 
0.91 [0.83-1.00], p=0.072)、TYMS 5'-UTR 28-bp tandem repeatの 3R/3R を有する患者
でMTXの良好な治療反応性が得られる傾向を示した (OR 0.386 [0.137-1.085], p=0.071)。
その他に p<0.4を満たす患者背景因子は、ACPA、RFC1 80G>A、ABCC2 1249G>A、
ABCC2 IVS 23+56C>T、ABCG2 914C>A、GGH 452C>T、MTHFR 677C>T、TYMS 
3'-UTR -6/+6、TYMS 5'-UTR 2R/3R であった。 
多変量解析では、上述の p＜0.4の患者背景因子をすべて組み込んだ。 
結果として、罹病期間に欠損患者が存在するため、全患者 68名（responder：40名、
non-responder：28名）において、罹病期間 (OR 0.91 [0.82-1.01],p=0.089)、RFC1 80G>A 
(OR 2.64 [0.84-8.37], p=0.098) と TYMS 5'-UTR 28-bp tandem repeat (OR 3.44 
[1.07-11.0], p=0.038) が抽出された。TYMS 5'-UTR 28-bp tandem repeatは、3R/3Rを
有する患者でMTXの良好な治療反応性が得られることが、有意差をもって示された。一
方、罹病期間は長いほど治療反応性が低下し、RFC1 80G>Aは A/Aを有する患者で良好
な治療反応性が得られる傾向が見られた。 
 
  
36 
 
表 10 単変量解析の結果 
Characteristics 
 
total 
(n=74) 
responder 
(n=44) 
non-responder 
(n=30) 
crude OR (95%CI) p-value 
Age (years) mean±SD 58.7 ± 12.7 58.5 ± 13.2 59.2 ± 12.2 1.00 (0.96-1.03) 0.812 
Gender, n (%) male 7 (9.5) 5 (11.4) 2 (6.7) 1.00  
 female 67 (90.5) 39 (88.6) 28 (93.3) 0.56 (0.10-3.08) 0.503 
DAS28*1 mean±SD 4.63±0.93 4.54±1.00 4.79±0.79 0.77 (0.46-1.30) 0.770 
disease duration*2 (year) 
median, 
min-max 
0.61 (0-28.9) 0.57 (0.1-20.2) 0.66 (0-28.9) 0.91 (0.83-1.00) 0.072 
MTX max dosage (mg/week) mean±SD 10.1±2.8 10.1±3.0 9.9±2.3 1.03 (0.87-1.23) 0.702 
Folic acid dosage (mg/week) mean±SD 6.6 ± 4.4 6.8±3.0 6.3±3.0 1.02 (0.92 -1.15) 0.640 
RF, n (%) negative 24 (32.4) 15 (34.1) 9 (30.0) 1.00  
 
positive 50 (67.6) 29 (65.9) 21 (70.0) 0.83 (0.31-2.25) 0.712 
ACPA*3, n (%) negative 27 (37.5) 18 (42.9) 9 (30.0) 1.00  
 positive 45 (62.5) 24 (57.1) 21 (70.0) 0.57 (0.21-1.54) 0.269 
eGFR (mL/min/1.73 m2) mean±SD 79.3±17.5 78.5±19.7 80.5±13.9 0.99 (0.97-1.02) 0.629 
Combination of PPI no use 55 (79.7) 31 (73.8) 24 (88.9) 1.00  
 use 14 (20.3) 11 (26.2) 3 (11.1) 1.40 (0.24-8.18) 0.709 
RFC1 80G>A A/A 26 (35.1) 18 (40.9) 8 (26.7) 1.00 
 
 
G allele 48 (64.9) 26 (59.1) 22 (73.3) 0.53 (0.19-1.44) 0.211 
ABCB1 1236C>T T/T 29 (39.2) 17 (38.6) 12 (40.0) 1.00 
 
 
C allele 45 (60.8) 27 (61.4) 18 (60.0) 1.06 (0.41-2.73) 0.906 
ABCB1 3435C>T C/C 24 (32.4) 14 (31.8) 10 (33.3) 1.00  
 
T allele 50 (67.6) 30 (68.2) 20 (66.7) 1.07 (0.40-2.88) 0.891 
ABCC2 1249G>A G/G 56 (75.7) 35 (79.5) 21 (70.0) 1.00  
 
A allele 18 (24.3) 9 (20.5) 9 (30.0) 0.60 (0.21-1.75) 0.35 
ABCC2 IVS 23+56C>T C/C 51 (68.9) 28 (63.6) 23 (76.7) 1.00 
 
 
T allele 23 (31.1) 16 (36.4) 7 (23.3) 1.88 (0.66-5.34) 0.238 
ABCG2 914C>A C/C 35 (47.3) 23 (52.3) 12 (40.0) 1.00 
 
 
A allele 39 (52.7) 21 (47.7) 18 (60.0) 0.61 (0.24-1.56) 0.301 
FPGS 1994G>A G/G 26 (35.1) 14 (31.8) 12 (40.0) 1.00 
 
 
A allele 48 (64.9) 30 (68.2) 18 (60.0) 1.43 (0.54-3.76) 0.470 
GGH 16T>C T/T 36 (48.6) 22 (50.0) 14 (46.7) 1.00 
 
 
C allele 38 (51.4) 22 (50.0) 16 (53.3) 0.88 (0.35-2.22) 0.778 
GGH 452C>T C/C 61 (82.4) 34 (77.3) 27 (90.0) 1.00  
 T allele 13 (17.6) 10 (22.7) 3 (10.0) 2.65 (0.66-10.6) 0.169 
GGH －401C>T C/C 37 (50.0) 23 (52.3) 14 (46.7) 1.00  
 T allele 37 (50.0) 21 (47.7) 16 (53.3) 0.80 (0.32-2.02) 0.636 
MTHFR 677C>T C/C 25 (33.8) 17 (38.6) 8 (26.7) 1.00 
 
 
T allele 49 (66.2) 27 (61.4) 22 (73.3) 0.58 (0.21-1.59) 0.287 
MTHFR 1298A>C A/A 51 (68.9) 29 (65.9) 22 (73.3) 1.00 
 
 
C allele 23 (31.1) 15 (34.1) 8 (26.7) 1.42 (0.51-3.95) 0.499 
TYMS 3'-UTR -6/-6 33 (44.6) 22 (50.0) 11 (36.7) 1.00 
 
6-bp deletion/insertion +6 41 (55.4) 22 (50.0) 19 (63.3) 0.58 (0.22-1.50) 0.259 
TYMS 5'-UTR 3R/3R 53 (71.6) 35 (79.5) 18 (60.0) 1.00 
 
28-bp tandem repeat 2R 21 (28.4) 9 (20.5) 12 (40.0) 0.39 (0.14-1.09) 0.071 
ATIC 347C>G C/C 45 (60.8) 26 (59.1) 19 (63.3) 1.00  
  G allele 29 (39.2) 18 (40.9) 11 (36.7) 1.20 (0.46-3.11) 0.714 
DAS28*1 :  4 missing data (responder:0, non-responder:4) 
disease duration *2： 6 missing data (responder:4, non-responder:2) 
ACPA*3   ： 2 missing data (responder:2, non-responder:0) 
. 
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表 11 多変量解析の結果 
Characteristics 
 
total 
(n=68) 
responder 
(n=40) 
non-responder 
(n=28) 
adjusted OR 
(95%CI) 
p-value 
disease duration (year) median, min-max 0.61 (0-28.9) 0.57 (0.1-20.2) 0.66 (0-28.9) 0.91 (0.82-1.01) 0.089 
RFC1 80G>A G allele 48 (64.9) 26 (59.1) 22 (73.3) 1.00 
 
 A/A 26 (35.1) 18 (40.9) 8 (26.7) 2.64 (0.84-8.37) 0.098 
TYMS 5'-UTR 2R 21 (28.4) 9 (20.5) 12 (40.0) 1.00 
 
28-bp tandem repeat 3R/3R 53 (71.6) 35 (79.5) 18 (60.0) 3.44 (1.07-11.0) 0.038 
 
 
4. 考察 
本節では、日常診療下における日本人 RA患者のMTXの治療反応性に影響を与える要
因を特定するために、１章で検討した患者背景因子を含めて検討を行った。患者背景因子
に関して、本検討では、多変量解析により罹病期間のみが抽出され、罹病期間が長いほど、
治療反応性は低下する傾向があることが認められた(0.91 [0.82-1.01])。既報告のメタアナ
リシスにおいても、MTXの良好な治療反応性を示す患者の割合は罹病期間が長くなるほ
ど減少することが報告されている 107。したがって、本結果は、既報告を支持する結果であ
った。また、ACPAは多変量解析に組み込んだが、最終モデルには抽出されなかった。ACPA
がMTXの治療反応性に影響しないことを示す既報告 72, 108があり、本検討はこれらの既報
告と合致する結果であった。一方で、ACPA陽性患者では、治療反応性が低下する既報告
もある 109。しかし、non-responderの定義が追跡から 2年以内の抗 TNFα製剤を投与し
た患者であるため、評価方法の違いが影響した可能性が考えられた。また、年齢及び性別、
RFに関しては、単変量解析において、治療反応性との関連性はみられなかった。年齢に
関しては、Maら 110は歳が若いほど治療反応性が良いことを報告している（OR 0.97 
[0.95-0.99]）。一方で、Hoekstraら 111とWolfeら 112の報告では年齢とMTX治療反応性
との間に関連性は見られていない。また、メタアナリシスも行われており、年齢はMTX
の治療反応性の影響因子とならなかったことが示されている 113, 114。本検討においても、
年齢が抽出されなかったことからこれらの既報告と合致していた。性別では、Kamedaら
90が日本人 RA患者において、圧痛関節数や腫脹関節数、CRP濃度の減少を指標とし、女
性より男性で良好であったことを報告している。Hoekstraら 111は、DASを用いて女性と
比較し男性において治療反応性が良好となる結果が示されている。Kamedaらでは、男性
は約 17%、Hoekstraらでは、約 30%であり、本コホートでは、男性は 9.5%であった。既
報告と異なる結果が得られた理由としては、男性の人数が少なく、十分な解析を行うこと
ができなかったと考えられた。RFでは、MTXの治療反応性の予測因子に関連しないとす
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る既報告が多く、本検討結果と同様であった。喫煙に関しては、最もデータの欠損が多く、
本検討の解析に用いることができなかった。 
遺伝的因子ではRFC1 80G>AのA/A と TYMS 5'-UTR 28-bp tandem repeat の 3R/3R
がMTXの良好な治療反応性と関連することが示され、特に TYMS 5'-UTR 28-bp tandem 
repeatでは有意差が得られた (p=0.038)。 
RFC1 80G>Aに関して、本検討では、A/Aの人数が G/Gよりも多かったため、Aアレ
ルを野生型アレル、Gアレルを変異型アレルとして解析を行った。既報告では、Drozdzik
ら 58は、RFC1 80G>A の A/Aを有する患者でMTXの良好な治療反応性が得られること
を示している。さらに、Kungら 115のメタアナリシスによる報告では、RFC1 80G>Aの
A/Aを有する患者は Gアレルを有する患者と比較して、オッズ比 1.42[1.04-1.93]であり、
良好な治療反応性が得られることを示している。したがって、本検討では、Drozdzikら
58 と Kungら 115の既報告を支持する結果が得られた。一方、遺伝子変化による RFC1の
機能変化の観点からは 62、Aアレルを有する場合、MTXの細胞内への取り込み効率が上
昇することが報告されている。本検討結果は、機能的な側面においても、この報告を支持
する結果であると考えられた。 
次に TYMS 5'-UTR 28-bp tandem repeatに関して、本検討結果は、Jamesら 52の試験
と同様の傾向を示したが、Limaら 97の結果とは逆の結果を示した。TYMS 5'-UTR 28-bp 
tandem repeatに関して、2Rと比較し 3Rでは、TYMSのmRNA発現量が増大すること
や 116, 117、3Rを有するとMTXの必要量が増加することが報告されている 63。しかし、本
コホートでは、TYMS 5'-UTRの遺伝子型の違いによるMTXの投与量の差は見られなか
った。したがって、TYMS 5'-UTRの遺伝子多型と臨床効果との関連性に関して、今後も
検討を続ける必要があると考えられた。 
本検討で抽出されなかった遺伝子多型として、ABCB1 3435C>Tに関しては、Drozdzik
らと Takatoriらは ABCB1 3435C>T の C/Cと比較し、T/Tを有する患者で良好な治療反
応性が得られることを報告している。しかし、評価指標として Drozdzikらは ACR20%を、
Takartoriらは 6mg/週の 2か月以上の維持投与の達成を用いているため、評価指標の違い
が、本研究で ABCB1 3435C>T が抽出されなかった原因であるかもしれない。ACR20%
に関しては、68関節を評価する必要があるため、日常診療には向いておらず、本コホート
では ACR20%で評価できる患者はほとんどいなかった。また、Takatoriらの評価方法は
患者の身体的評価を加味していないため不十分であると考えられた。 
次にMTHFR 677C>T では、Limaら 118は本研究と同様の評価指標を用いており、
MTHFR 677C>Tの Cアレルを有する患者は、T/Tと比較し、良好な治療反応性を示して
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いる (OR 2.91[1.19-1.70])。本検討では、Cアレルと T/Tで比較した場合においても、差
はみられなかった。また、Kurzawskiら 67は ACR20%の寛解 (ACR20%を満たしたうえ
で、ESR<25、圧痛関節数<3、腫脹関節数<3)を満たす患者は、C/Cと比較し Tアレルを
有する患者が多かったことを報告している。一方で、本検討と同様の評価指標を用いてい
る Stampら 53やWesselsら 91の報告において、MTHFR 677C>TとMTXの治療反応性
との関連性はみられていない。MTHFR 677C>Tに関する報告は多いが、いまだ一貫した
結果は示されていないのが現状である。 
また、MTHFR 1298A>Cでは、Xiaoら 65がMTHFR 1298A>C の A/A と比較し、Cア
レルを有する患者で良好な治療反応性が得られることを示している。しかし、Xiaoらは
ACR20%を使用していることや、遺伝子多型と治療反応性のみで検討しており、その他の
患者背景因子を用いていないため、他の未知な要因による影響を考慮していない。本検討
では、MTHFR 1298A>C以外の遺伝子多型や患者背景因子を含めて検討しているため、
MTHFR 1298A>Cが抽出されなかった可能性が考えられた。 
TYMS 3’UTR -6/+6では、Limaら 97が、TYMS 3’UTR -6/+6の-6アレルを有する患者
は+6/+6を有する患者と比較し、non-responderになりやすいことが示されている(OR 
2.74[1.21–6.23])。Limaらの研究は Caucasian を対象としたコホートを用いている。第 1
章で示したように、TYMS 3’UTR -6/+6は Caucasianと遺伝子型頻度が大きく異なるた
め、この遺伝子頻度の違いにより、本コホートにおいて、TYMS 3’UTR -6/+6が要因とし
て抽出されなった可能性が考えられた。 
最後に ATIC 347C>Gでは、Wesselら 72が、ATIC 347C>Gの C/Cを有する患者は、G
アレルを有する患者より、MTXの治療反応性が良好となることを示している。治療反応
性の評価指標は DASによる低疾患活動性の達成を用いており、本コホートとほぼ同様で
ある。一方で、Fransenら 119、Sharmaら 120、Stampら 53の報告では、本検討と同様の
評価指標を用いて、ATIC 37C>GとMTXの治療反応性との関連性が示しておらず、本検
討と合致した結果であった。日本時における DAS28を用いた検討は初めてであるため、
今後より多くの患者において調査していく必要があると考えられた。 
 本研究の強みとしては、2点あり、DAS28＜3.2の達成を用いて治療反応性を評価した
点が挙げられる。日本人 RA患者において、遺伝的因子を加味した検討で評価指標を用い
た報告はいまだないため、responderを既報告より厳密に設定できていると考えられた。2
点目は、日常診療下での日本人 RA患者におけるMTXの治療反応性に影響を与える要因
を抽出した点である。しかし、本研究における限界として、MTXの投与開始時が不明の
患者や DAS28の欠損している患者が多く、症例数が少なくなった。 
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5. 結論 
本検討において、患者背景因子では、MTX 開始までの罹病期間が長いほど治療反応性
が低下する傾向が認められ、一方、遺伝的因子では、TYMS 5'-UTR 28-bp tandem repeat 
の 3R/3Rと第 1章で人種差のみられた RFC1 80G>AのA/A がMTXの良好な治療反応性
と関連することが示された。以上より、日本人 RA患者におけるMTXの治療反応性では、
罹病期間及び TYMS 5'-UTR 28-bp tandem repeat、RFC1 80G>Aが重要である可能性が
ある。 
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第２節 MTXによる肝毒性の発現に影響を与える要因の検討 
1. 目的 
慶應義塾大学病院に外来で受診している日本人 RA 患者における実臨床のデータを用い
て、MTXによる肝毒性発現に関連する要因を検討することを目的とした。 
 
2. 方法 
2-1 対象者 
2015 年 6～9 月において、慶應義塾大学病院リウマチ内科に通院治療中で MTX 服用歴
があり、本研究への参加に同意が得られた日本人成人 RA 患者のうち、MTX 及び葉酸投
与歴が明確な患者 159 名を本研究のベースコホートとした。RA の診断には、ACR 1987 
criteria 88もしくは ACR/European League Against Rheumatism 2010 criteria106を使用
した。ベースコホートのうち、以下の除外基準を満たす患者を除外し、解析用コホートを
作成した。 
 
2-1-1 除外基準 
① MTXの投与開始時における ALTが基準値を超えている(ALT>40) 
② B型/C型肝炎の患者 
③ イソニアジドを併用している 
④ BMI、飲酒のデータが欠損 
⑤ カルテにコンプライアンス不良に関する記載がある 
⑥ MTXの投与開始時における臨床検査値が欠損 (ただし、MTXの投与開始時におけ
る臨床検査値が欠損している場合、前後 4か月以内の臨床検査値を代用) 
 
2-2 観察期間 
MTXの投与開始日から 1年間とした。 
 
2-3 採血 
第１節と同様である。 
 
2-4 遺伝子型評価 
遺伝子評価部位、及び遺伝子型評価方法は第 1節と同様である。 
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2-5 カルテ調査 
調査内容は第１節と同様である。 
 
2-6 アウトカム 
 MTX による肝毒性の発現をアウトカムとし、その定義は以下の 3 つの条件を満たす場
合とした。 
 
① 観察期間内で臨床検査値の ALTが基準値上限(ULN：ALT=40)を上回っている。 
② 医師が肝機能に影響が出ていることに関する記載としている。 
③ 医師が葉酸の増量またはMTXの減量またはその両方の処置を行いALTが正常範囲
に下がっている。 
 
2-7 検討因子 
以下に本節で用いた検討因子を示す。 
MTXによる肝毒性の有無、年齢、性別、評価部位の遺伝子多型、MTXの投与量、葉酸
の投与量、BMI、eGFR、飲酒、csDMARDs併用の有無、PPIの併用の有無 
 
2-8 統計解析方法 
2-8-1 主解析 
解析に用いる変数のうち、MTXによる肝毒性の有無、性別、遺伝子多型、RF、ACPA、
BMI (≧25/<25）、MTX以外の csDMARDsの併用、PPIの併用、飲酒 (≧3日/週、＜3日
/週)は 2値変数とした。遺伝子多型においては、2つのホモの遺伝子型を比較し、頻度の高
い遺伝子型を野生型ホモとし、それ以外の遺伝子型を変異型アレルとした。葉酸の投与量
は順序変数とした。一方、年齢、MTXの投与量、MTX開始時 DAS28、MTX開始時の eGFR
は連続変数として用いた。MTX 開始時の eGFR は eGFR(男)=194×(血清クレアチニ
ン)-1.094×(年齢)-0.287、eGFR(女)= GFR(男)×0.739を用いて算出した。MTX及び FAの
投与量は肝毒性発現群では肝毒性が発生する直前の週当たりの投与量、肝毒性未発現群で
は観察期間における週あたりの最大投与量とした。 
連続変数には student の t 検定、2 値変数及び評価部位の遺伝子頻度における HWE の
成立の有無の評価には X2検定を用いた。MTX治療反応性と遺伝子多型を含む患者背景因
子との関連性の検討は、MTX による肝毒性発現の有無を従属変数とし、単ロジスティッ
ク回帰モデルを用いた単変量解析と多重ロジスティック回帰モデルの変数減少法を用いた
43 
 
多変量解析を行った。 
Crude ORは肝毒性の有無と遺伝子多型の単ロジスティック回帰モデルによる単変量解
析での ORとし、Adjusted OR は多重ロジスティック回帰モデルによる多変量解析で得ら
れた OR とした。単変量・多変量解析の結果は OR と 95%CI を用いて表した。多変量解
析に用いる検討因子は、単変量解析において、p＜0.4となった変数のみとし、p＜0.1を追
い出し基準とした変数減少法により変数を選択した。全ての検定は有意水準 5%とした。
なお、統計解析ソフトは、SPSS for Windows 23.0J（SPSS Inc.Chicago,IL）を使用した。 
 
2-8-2 感度分析 
感度分析は、「2-6 アウトカム」の項で定めた MTX による肝毒性の定義を
ALT>1.5×ULN（ALT>60）、ALT>2.0×ULN（ALT>80）に変動させ、主解析と同様に多
重ロジスティック回帰モデルの変数減少法を用いて多変量解析を行った。 
 
2-9 研究倫理 
なお、本研究計画は慶應義塾大学医学部倫理委員会ならびに慶應義塾大学薬学部ヒトゲ
ノム・遺伝子解析研究倫理委員会にて承認された。 
(〈薬学部〉承認番号：G151007-1、G161014-1 承認時申請タイトル：Methotrexate
による関節リウマチ個別化療法の確立、〈医学部〉承認番号：20140445 承認時申請タイ
トル：Methotrexateによる関節リウマチ個別化療法の確立) 
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3. 結果 
3-1 対象者 
血縁関係のない日本人 RA患者 114名(男性 17名、女性 97名)を対象とした。32名の患
者において MTX による肝毒性の副作用が発生した。患者背景因子について表 13 に示す。
MTX による肝毒性発生時の直前の MTX の投与量は、32 人全てにおいて、観察期間での
最大投与量であった。全患者 114 人中 108 人が葉酸を服用していた。なお、MTX は、1
週間当たりのMTX投与量を 1回または 2～3回に分割して、12時間間隔で 1~2日かけて
経口投与し、5～6 日の休薬が行われていた。葉酸は MTX 最終投与 48 時間後に単回投与
していた。 
 
表 13 コホートの患者背景因子 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3-2 各評価部位の遺伝子型頻度の検討 
対象患者の各評価部位の遺伝子型発現頻度はABCC2 1058G>A及びGGH 452C>Tを除
き、HWEに従っていた(表 14)。TYMS 5’UTR 28bp tandem repeatに関しては、3R/3R、
3R/4R、3R/5R を統合して HWEを算出した。この結果から、対象患者はメンデルの法則
が成立し、均一な遺伝子頻度から構成された日本人集団であると考えられる。対象患者に
おいて、ABCC2 1058G>A の遺伝子型は G/Gのみであった。 
  
Characteristics Total (n=114) 
Age (years; mean±SD) 61.4 ± 13.0 
Gender, female (%) 97 (85.1) 
BMI (>25), n (%) 15 (13.2) 
MTX dosage (mg/week; mean±SD) 9.9 ± 3.2 
Folic acid dosage   0 mg/week, n (%) 6 (5.3) 
                   5 mg/week, n (%) 88 (77.2) 
                  10 mg/week, n (%) 20 (17.5) 
Combination treatment   
   Other csDMARDs, n (%) 19 (16.7) 
PPI, n (%)  15 (13.2) 
Alcohol, n (%) 21 (18.4) 
eGFR at baseline (mL/min/1.73 m2; mean±SD) 80.8 ± 19.2 
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表 14 コホートの遺伝子型頻度 
Variables 
 
Total (n=114) HWE 
RFC1 80G>A G/G 26 (22.8) 0.301 
 
G/A 51 (44.7)  
 
A/A 37 (32.5)  
ABCB1 1236C>T C/C 21 (18.4) 0.342 
 
C/T 50 (43.9)  
 
T/T 43 (37.7)  
ABCB1 3435C>T C/C 37 (32.5) 0.981 
 
C/T 56 (49.1)  
 
T/T 21 (18.4)  
ABCC2 1058G>A G/G 114 (100) ― 
 G/A 0 (0.0)  
 A/A 0 (0.0)  
ABCC2 1249G>A G/G 93 (81.6) 0.385 
 
G/A 19 (16.7)  
 
A/A 2 (1.8)  
ABCC2 IVS 23+56C>T C/C 71 (62.3) 0.628 
 
C/T 39 (34.2)  
 
T/T 4 (3.5)  
ABCG2 914C>A C/C 54 (47.4) 0.784 
 
C/A 48 (42.1)  
 
A/A 12 (10.5)  
FPGS 1994G>A G/G 52 (45.6) 0.369 
 
G/A 53 (46.5)  
 
A/A 9 (7.9)  
GGH 16T>C T/T 58 (40.9) 0.250 
 
C/T 50 (43.9)  
 
C/C 6 (5.3)  
GGH 452C>T C/C 96 (84.2) 0.022 
 
C/T 15 (13.2)  
 
T/T 3 (2.6)  
GGH -401C>T C/C 59 (51.8) 0.162 
 
C/T 50 (43.9)  
 
T/T 5 (4.4)  
MTHFR 677C>T C/C 41 (36.0) 0.950 
 
C/T 55 (48.2)  
 
T/T 18 (15.8)  
MTHFR 1298A>C A/A 79 (69.3) 0.661 
 
A/C 31 (27.2)  
 
C/C 4 (3.5)  
TYMS 3'UTR 6-bp deletion/insertion -6/-6 51 (44.7) 0.676 
 
-6/+6 49 (43.0)  
 
+6/+6 14 (12.3)  
TYMS 5'UTR 28-bp tandem repeat 2R/2R 4 (3.5) 0.492 
 
2R/3R 29 (25.4)  
 
3R/3R 77 (67.4.5)  
 
3R/4R 2 (1.8)  
 
3R/5R 2 (1.8)  
ATIC 347C>G C/C 71 (62.3) 0.829 
 
C/G 36 (31.6)  
  G/G 7 (6.1)  
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3-3 主解析の結果 
単変量解析の結果を表 15に示す。ABCC2 1058G>A に関しては、G/Gを有する患者し
か存在しなかったため、解析から除外した。 
単変量解析では、患者背景要因では、MTXの投与量が多いほど、また、eGFRが低いほ
ど、肝毒性発現のリスクが増大することが示された(OR 1.20 [1.05–1.37], p=0.008、OR 
0.97 [0.95–0.99], p=0.022)。葉酸に関しては、投与量が多いほどリスクが低下する傾向を
示したが有意な差は得られなかった(0.92 [0.77-1.11], p=0.386)。遺伝的因子では、ABCB1 
3435C>Tの Tアレル及び ATIC 347C>Gの C/Cを有する患者では肝毒性のリスクが増大
する傾向が認められた (2.63 [0.98–7.11],p=0.056、0.45 [0.18–1.11], p=0.084)。 
その他に p<0.4 を満たす患者背景因子は、BMI、飲酒、ABCB1 1236C>T、MTHFR 
677C>Tであった。 
多変量解析では、上述の p＜0.4の患者背景因子をすべて組み込んだ。多変量解析により
抽出された変数を表 16 に示す。肝毒性の発現に影響を与える要因として、MTX 投与量、
eGFR、ABCB1 3435C>T、ATIC 347C>Gが抽出された。MTXの投与量が多いほど、ま
た eGFRが低いほどMTXによる肝毒性発現のリスク因子となることが有意差をもって示
された(adjusted OR [95% CI]: MTX投与量 1.40 [1.18–1.66]、eGFR 0.95 [0.92–0.98])。
また、ABCB1 3435 T アレル、及びATUC 247 C/Cはリスク増大に関連し(3.00 [0.97–9.34]、
2.82 [1.01–7.92])。 
 
3-4 感度分析の結果 
感度分析の結果を表 17、18 に示す。主解析とほぼ同等の結果が得られたが、ABCB1 
3435C>Tは ALT>1.5 ULN、ALT>2.0ULNの両定義において抽出されなかった。一方、
BMIが ALT>1.5 ULN、ALT>2.0ULNの両定義において抽出された。 
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表 15 単変量解析の結果 
Variable 
 
 
Total  
(n=114) 
With 
hepatotoxicity 
(n=32) 
Without 
hepatotoxicity 
(n=82) 
Clude OR p-value 
Age (years) mean±SD 61.4 ± 13.0 62.5 ± 9.3 61.0 ± 14.2 1.01 (0.98-1.05) 0.405 
Gender, n (%) male 17 (14.9) 6 (18.8) 11 (13.4) 1.00  
 female 97 (85.1) 26 (81.3) 71 (86.6) 0.67 (0.23-2.00) 0.474 
BMI (>25), n (%) ≤25 99 (86.8) 26 (81.3) 73 (89.0) 1.00  
 >25 15 (13.2) 6 (18.8) 9 (11.0) 1.87 (0.61–5.77) 0.275 
MTX dosage (mg/week) mean±SD 9.9 ± 3.2 11.1 ± 1.9 9.4 ± 3.1 1.20 (1.05–1.37) 0.008 
Folic acid dosage 0 mg/week 6 (5.3) 3 (9.4) 3 (3.7) 1.00 0.386 
 5 mg/week 88 (77.2) 24 (75.0) 64 (78.0) 0.67 (0.27–1.66)  
 10 mg/week 20 (17.5) 5 (15.6) 15 (18.3)   
Other csDMARDs, n (%) No  95 (83.3) 28 (87.5) 67 (81.7) 1.00  
 
Yes 19 (16.7) 4 (12.5) 15 (18.3) 0.64 (0.20–2.09) 0.459 
PPI、n (%) No 99 (86.8) 28 (87.5) 71 (86.6) 1.00  
 Yes 15 (13.2) 4 (12.5) 11 (13.4) 0.92 (0.27–3.14) 0.897 
Alcohol, n (%) <3days/week 93 (81.6) 24 (75.0) 69 (84.1) 1.00  
 ≥3days/week 21 (18.4) 8 (25.0) 13 (15.9) 1.77 (0.65–4.79) 0.261 
eGFR (mL/min/1.73 m2) mean±SD 80.8 ± 19.2 74.03 ± 15.3 83.4 ± 20.0 0.97 (0.95–0.99) 0.022 
RFC1 80G>A A/A 37 (32.5) 13 (40.6) 24 (29.3) 1.00  
 
G allele 77 (67.5) 19 (59.4) 58 (70.7) 0.61 (0.26–1.42) 0.605 
ABCB1 1236C>T C/C 21 (18.4) 4 (12.5) 17 (20.7) 1.00  
 
T allele 93 (81.6) 28 (87.5) 65 (79.3) 1.83 (0.57–5.93) 0.313 
ABCB1 3435C>T C/C 37 (32.5) 6 (18.8) 31 (37.8) 1.00  
 
T allele 77 (67.5) 26 (81.3) 51 (62.2) 2.63 (0.98–7.11) 0.056 
ABCC2 1249G>A G/G 93 (81.6) 27 (84.4) 66 (80.5) 1.00  
 
A allele 21 (18.4) 5 (15.6) 16 (19.5) 0.76 (0.25–2.29) 0.631 
ABCC2 IVS 23+56C>T C/C 71 (62.3) 21 (65.6) 50 (61.0) 1.00  
 
T allele 43 (37.7) 11 (34.4) 32 (39.0) 0.82 (0.35–1.92) 0.646 
ABCG2 914C>A C/C 54 (47.4) 15 (46.9) 39 (47.6) 1.00  
 
A allele 60 (52.6) 17 (53.1) 43 (52.4) 0.95 (0.45–2.33) 0.947 
FPGS 1994G>A G/G 52 (45.6) 13 (40.6) 39 (47.6) 1.00  
 
A allele 62 (54.4) 19 (59.4) 43 (52.4) 1.33 (0.58–3.30) 0.505 
GGH 16T>C T/T 58 (50.9) 18 (56.3) 40 (48.8) 1.00  
 
C allele 56 (49.1) 14 (43.8) 42 (51.2) 0.74 (0.33–1.69) 0.474 
GGH 452C>T C/C 96 (84.2) 27 (84.4) 69 (84.1) 1.00  
 
T allele 18 (15.8) 5 (15.6) 13 (15.9) 0.98 (0.32–3.02) 0.976 
MTHFR 677C>T C/C 41 (36.0) 10 (31.3) 31 (37.8) 1.00  
 
T allele 73 (64.0) 22 (68.8) 51 (62.2) 1.34 (0.56–3.19) 0.311 
MTHFR 1298A>C A/A 79 (69.3) 21 (65.6) 58 (70.7) 1.00  
 
C allele 35 (30.7) 11 (34.4) 24 (29.3) 1.27 (0.53–3.02) 0.596 
TYMS 3'-UTR –6bp/–6bp 51 (44.7) 15 (46.9) 36 (43.9) 1.00  
6-bp deletion/insertion With +6bp*1 63 (55.3) 17 (53.1) 46 (56.1) 1.50 (0.39–5.76) 0.774 
TYMS 5-'UTR With 2R*2 33 (28.9) 8 (25.0) 25 (30.5) 1.00  
28-bp tandem repeat Other*3 81 (71.1) 24 (75.0) 57 (69.6) 1.32 (0.52–3.33) 0.562 
ATIC 347C>G C/C 71 (62.3) 24 (75.0) 47 (57.3) 1.00  
 
G allele 43 (37.7) 8 (25.0) 35 (42.7) 0.45 (0.18–1.11) 0.084 
*1with +6bp: +6bp/–6bp and +6bp/+6bp, *2with 2R: 2R/2R and 2R/3R, *3other: 3R/3R, 3R/4R, and 3R/5R. 
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表 16 多変量解析の結果 
Variable 
 
 
Total  
(n=114) 
With 
hepatotoxicity 
(n=32) 
Without 
hepatotoxicity 
(n=82) 
Adjusted OR p-value 
MTX dosage (mg/week) mean±SD 9.9 ± 3.2 11.1 ± 1.9 9.4 ± 3.1 1.40 (1.18–1.66) <0.001 
eGFR at baseline (mL/min/1.73 m2) mean±SD 80.8 ± 19.2 74.03 ± 15.3 83.4 ± 20.0 0.95 (0.92–0.98) 0.002 
ABCB1 3435C>T C/C 37 (32.5) 6 (18.8) 31 (37.8) 1.00  
 
T allele 77 (67.5) 26 (81.3) 51 (62.2) 3.00 (0.97–9.34) 0.057 
ATIC 347C>G G allele 43 (37.7) 8 (25.0) 35 (42.7) 1.00 1.00 
 
C/C 71 (62.3) 24 (75.0) 47 (57.3) 2.82 (1.01–7.92) 0.043 
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表 17 Results of sensitivity analyses (ALT>1.5 ULN)  
Variable 
 
With 
hepatotoxicity 
(n=23) 
Without 
hepatotoxicity 
(n=91) 
Clude OR Adjusted OR p-value 
Age (years) 
 
60.4±8.7 57.8±13.5 1.02 (0.98–1.06) —  
Gender, female, n 
(%) 
 19 (82.6) 78 (85.7) 0.79 (0.23-2.70) —  
MTX dosage  10.9±2.9 9.6±3.2 1.13 (0.98–1.30) 1.24 (1.05–1.47) 0.011 
eGFR at baseline 73.4±14.6 82.7±19.9 0.97 (0.94–0.99) 0.95 (0.92–0.98) 0.006 
BMI, n (%) 
≤25 17（73.9) 82 (90.1) 1.00 1.00  
>25 6 (26.1) 9 (9.9) 3.22 (1.01–10.23) 4.38 (1.18–16.2) 0.027 
Alcohol, n (%) 
<3days/week 19 (82.6) 74 (81.3) 1.00 —  
≥3days/week 4 (17.4) 17 (18.7) 0.92 (0.28–3.04) 
 
 
Other csDMARDs 
n (%) 
No  20 (87.0) 75 (82.4) 1.00 —  
Yes 3 (13.0) 16 (17.6) 0.70 (0.19–2.65) 
 
 
PPI n (%) 
No  21 (91.3) 78 (85.7) 1.00 —  
Yes 2 (8.7) 13 (14.3) 0.57 (0.12–2.73)   
Folic acid dosage 0 mg/week 3 (13.0) 3 (3.3) 1.00 —  
 5 mg/week 17 (73.9) 71 (78.0) 0.46 (0.16–1.35)   
 10 mg/week 3 (13.0) 17 (18.7)    
RFC1 80G>A 
A/A 10 (43.5) 27 (29.7) 1.00 —  
G allele 13 (56.5) 64 (70.3) 0.548 (0.21–1.40) 
 
 
ABCB1 1236C>T 
C/C 4 (17.4) 17 (18.7) 1.00 —  
T allele 19 (82.6) 74 (81.3) 1.09 (0.33–3.62) 
 
 
ABCB1 3435C>T 
C/C 6 (26.1) 31 (34.1) 1.00 —  
T allele 17 (73.9) 60 (65.9) 1.46 (0.52–4.09) 
 
 
ABCC2 1249G>A 
G/G 19 (82.6) 74 (81.3) 1.00 —  
A allele 4 (17.4) 17 (18.7) 0.92 (0.28–3.04) 
 
 
ABCC2 IVS  
23+56T>C 
C/C 15 (65.2) 56 (61.5) 1.00 —  
T allele 8 (34.8) 35 (38.5) 0.85 (0.33–2.22) 
 
 
ABCG2 914C>A 
C/C 10 (43.5) 44 (48.4) 1.00 —  
A allele 13 (56.5) 47 (51.6) 1.22 (0.48–3.06)   
FPGS 1994G>A 
G/G 7 (30.4) 45 (49.5) 1.00 —  
A allele 16 (69.6) 46 (50.5) 2.24 (0.84–5.95)   
GGH 16T>C 
T/T 14 (60.9) 44 (48.4) 1.00 —  
C allele 9 (39.1) 47 (51.6) 0.60 (0.24–1.53)   
GGH 452C>T 
C/C 19 (82.6) 77 (84.6) 1.00 —  
T allele 4 (17.4) 14 (15.4) 1.16 (0.34–3.92)   
MTHFR 677C>T 
C/C 8 (34.8) 33 (36.3) 1.00 —  
T allele 15 (65.2) 58 (63.7) 1.07 (0.41–2.78)   
MTHFR 1298A>C 
A/A 14 (60.9) 65 (71.4) 1.00 —  
C allele 9 (39.1) 26 (28.6) 1.61 (0.62–4.17)   
TYMS 3'-UTR 
–6bp/–6bp 11 (47.8) 40 (44.0) 1.00 —  
With +6bp*1 12 (52.2) 51 (56.0) 0.86 (0.34–2.14) 
 
 
TYMS 5'-UTR 
With 2R*2 6 (26.1) 27 (29.7) 1.00 —  
Other*3 17 (73.9) 64 (70.3) 1.20 (0.43–3.36) 
 
 
ATIC 347C>G 
G allele 5 (21.7) 38 (41.8) 1.00 1.00  
C/C 18 (78.3) 53 (58.2) 2.58 (0.88–7.56) 3.45 (1.06–11.2) 0.039 
*1with +6bp: +6bp/–6bp and +6bp/+6bp, *2with 2R: 2R/2R and 2R/3R, *3other: 3R/3R, 3R/4R, and 3R/5R.  
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表 18 Results of sensitivity analyses (ALT >2 ULN)  
Variable 
 
With 
hepatotoxicity 
(n=16) 
Without 
hepatotoxicity 
 (n=98) 
Clude OR Adjusted OR p-value 
Age (years) 
 
60.4 ± 6.9 58.0 ± 13.4 1.02 (0.97–1.06) —  
Gender, female, n 
(%) 
 13 (81.3) 84 (85.7) 0.72 (0.18-2.86) —  
MTX dosage  11.6 ± 2.8 9.6 ± 3.2 1.22 (1.03–1.44) 1.36 (1.11–1.67) 0.003 
eGFR at baseline 73.4±14.6 74.6 ± 14.3 81.8 ± 19.8 0.95 (0.91–0.99) 0.021 
BMI, n (%) 
≤25 11 (68.8) 88 (89.8) 1.00 1.00  
>25 5  (31.2) 10 (10.2) 4.00 (1.15–13.9) 5.86 (1.39–24.7) 0.016 
Alcohol, n (%) 
<3days/week 15 (93.8) 78 (79.6) 1.00 —  
≥3days/week 1 (6.2) 20 (20.4) 0.26 (0.03–2.09) 
 
 
Other csDMARDs 
n (%) 
No  13 (81.3) 82 (83.7) 1.00 —  
Yes 3 (18.7) 16 (16.3) 1.18 (0.30–4.63) 
 
 
PPI n (%) 
No  15 (93.8) 84 (85.7) 1.00 —  
Yes 1 (6.2) 14 (14.3) 0.40 (0.49–3.27)   
Folic acid dosage 0 mg/week 2 (12.5) 4 (4.1) 1.00 —  
 5 mg/week 12 (75.0) 76 (77.6) 0.49 (0.15–1.66)   
 10 mg/week 2 (12.5) 18 (18.4)    
RFC1 80G>A 
A/A 7 (43.8) 30 (30.6) 1.00 —  
G allele 9 (56.3) 68 (69.4) 0.57 (0.19–1.67) 
 
 
ABCB1 1236C>T 
C/C 4 (25.0) 17 (17.3) 1.00 —  
T allele 12 (75.0) 81 (82.7) 0.63 (0.81–2.19) 
 
 
ABCB1 3435C>T 
C/C 5 (31.3) 32 (32.7) 1.00 —  
T allele 11 (68.8) 66 (67.3) 1.07 (0.34–3.33) 
 
 
ABCC2 1249G>A 
G/G 13 (81.2) 80 (81.6) 1.00 —  
A allele 3 (18.8) 18 (18.4) 1.03 (0.26–3.98) 
 
 
ABCC2 IVS  
23+56T>C 
C/C 9 (56.3) 62 (63.3) 1.00 —  
T allele 7 (43.8) 36 (36.7) 1.34 (0.46–3.90) 
 
 
ABCG2 914C>A 
C/C 7 (43.8) 47 (48.0) 1.00 —  
A allele 9 (56.3) 51 (52.0) 1.19 (0.41–3.44)   
FPGS 1994G>A 
G/G 6 (37.5) 46 (46.9) 1.00 —  
A allele 10 (62.5) 52 (53.1) 1.47 (0.50–4.37)   
GGH 16T>C 
T/T 10 (62.5) 48 (49.0) 1.00 —  
C allele 6 (37.5) 50 (51.0) 0.58 (0.19–1.71)   
GGH 452C>T 
C/C 14 (87.5) 82 (83.7) 1.00 —  
T allele 2 (12.5) 16 (16.3) 0.73 (0.15–3.54)   
MTHFR 677C>T 
C/C 5 (31.3) 36 (36.7) 1.00 —  
T allele 11 (68.7) 62 (63.3) 1.28 (0.41–3.97)   
MTHFR 1298A>C 
A/A 11 (68.7) 68 (69.4) 1.00 —  
C allele 5 (31.3) 30 (30.6) 1.03 (0.33–3.23) 
 
 
TYMS 3'-UTR 
–6bp/–6bp 8 (50.0) 43 (43.9) 1.00 —  
With +6bp*1 8 (50.0) 55 (56.1) 0.78 (0.27–2.25) 
 
 
TYMS 5'-UTR 
With 2R*2 3 (18.8) 30 (30.6) 1.00 —  
Other*3 13 (81.2) 68 (69.4) 1.91 (0.51–7.21) 
 
 
ATIC 347C>G 
G allele 3 (18.8) 40 (40.8) 1.00 1.00  
C/C 13 (81.2) 58 (59.2) 2.99 (0.80–11.2) 4.53 (1.02–20.1) 0.047 
*1with +6bp: +6bp/–6bp and +6bp/+6bp, *2with 2R: 2R/2R and 2R/3R, *3other: 3R/3R, 3R/4R, and 3R/5R.  
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4. 考察 
今回の研究対象施設では、MTX による有害事象の発現を予防するために、MTX 投与開
始から葉酸を併用することを原則としており、114 例中 108 例で併用されていた。したが
って、本コホートの患者は有害事象の発現リスクは葉酸投与により低くなっている可能性
がある。しかしながら、それでもなおMTXによる肝毒性を発現する患者が存在しているた
め、MTX に関連する輸送担体や酵素の遺伝子多型を含む患者背景因子から MTX による肝
毒性の発現に関与する要因を検討した。 
本検討において、MTX による肝毒性の発現と関連する患者背景因子としては、MTX の
投与量、eGFRの 2因子が抽出され、遺伝的因子では、ABCB1 3435C>T、ATIC 347C>G
の 2因子が抽出された。 
まず、本コホートでは、MTXの投与量が多いほど、また eGFRが低いほど肝毒性発現の
リスクを増大させる結果が得られた。MTXによる肝毒性が用量依存的であることが報告さ
れており 121 122、MTXの投与量が肝毒性の発現と関連するという本検討結果は既報告を支
持するものであった。また、MTX は腎排泄型であるため、腎機能低下時は MTX の排泄が
遅延し、血中濃度が上昇することで肝毒性のリスク増大につながることが推測された。一
方、既報告において、葉酸の未投与がMTXによる肝毒性発現のリスクを上げることが示さ
れている 111, 123。本検討において、葉酸の投与量は多変量解析で抽出されず、葉酸未服用患
者は 6名(5.3%)と少なかったため葉酸の未投与の検討は行えなかった。 
一方、評価部位の遺伝子多型については、ABCB1 3435C>T、ATIC 347C>Gの 2つの遺
伝子多型において、MTXによる肝毒性との間に関連性が示された。 
ABCB1 3435C>T と MTX による副作用との関連性についてはいくつか報告がある 61, 
124-127。 特に MTX による肝毒性との関連性について Samara ら 125 の研究では ABCB1 
3435C>Tの Tアレルは肝毒性のリスクを上げるという結果が示されている。本検討におい
ても同様の傾向が認められ、先行研究を支持する結果が得られた。Hoffmeyerら 128の研究
では ABCB1 3435C>T の TアレルはmRNAの発現量が低下させると示している。ABCB1
は MTX の細胞外への排出に関わる輸送担体であるため、ABCB1 3435C>T の T アレルで
は ABCB1 の発現量が低下し、MTX の細胞内濃度が高くなる可能性が考えられた。MTX
の細胞内濃度が高くなることにより、肝毒性の発生リスクが高くなる可能性が推測される。 
次に、本検討では ATIC 347C>Gの Gアレルは肝毒性の発現リスクを下げる結果がとな
った。ATIC 347C>Gの Gアレルと肝毒性との関連性は RA患者では今回の検討が初めてで
ある。ATIC は AICAR をホルミル化する酵素であり、MTX によって抑制されることでア
デノシン濃度を高め、抗炎症作用を示す 129, 130。しかし、アデノシンは抗炎症作用だけでな
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く、肝線維化にも関連する酵素であり 131、これが MTX による肝毒性と関連している可能
性が報告されている。ATIC 347C>Gの遺伝子変異による機能変化に関してはいまだ不明で
あるが、Cアレルを有する患者でMTXによる肝毒性のリスクが高くなる可能性が考えられ、
今後の解明が待たれる。 
本検討において、抽出されなかったMTHFR 677C>T とMTHFR 1298A>C に関して、
van Edeら 123はMTHFR 677C>T の Tアレルを有する患者で、C/Cと比較し、また、Mena
ら 132はMTHFR 1298A>Cの Cアレルを有する患者で A/Aと比較し、肝毒性発現リスクが
高いことが示された。これらの試験の結果と比較し、本検討の単変量解析の結果は有意差
はないもののMTHFR 677C>Tの OR 1.34 (0.56–3.19)、MTHFR 1298A>Cの 1.27 (0.53–
3.02)であるため、同様の傾向を示している。したがって、今後、サンプルサイズを大きく
して検討する必要があると考えられた。 
感度分析によって、MTX による肝毒性の定義を ALT の基準値の逸脱から 1.5 倍及び 2
倍にしても ATIC 347C>Gは関連性が認められた。しかし、ABCB1 3435C>T はどちらの
定義においても抽出されなかった。したがって、ATIC 347C>GのMTXによる肝毒性発現
への関連性は頑健であると考えられるが、ABCB1 3435C>T は今後より大きなサンプルサ
イズで検討する必要がある。また、ALT の基準値の逸脱から 1.5 倍及び 2 倍の場合に、肝
毒性の発現要因として、BMI>25 が抽出された。このことから、より高度の肝毒性患者で
は、BMI>25 が MTX による ALT の増大を助長した可能性が示された。したがって、肥満
患者におけるMTX投与は ALTを十分モニタリングする必要があると考えられた。 
本研究の強みとしては、日常診療下での日本人 RA患者を用いているため、大半が葉酸投
与などのMTXによる有害事象に対する予防がすでに行われた患者を対象としている。した
がって、本検討で得られた関連因子は、実臨床に即した要因であると考えられた。次に複
数の遺伝子部位を検討していることが挙げられる。日本人 RA患者に対して、複数の遺伝的
因子を含めた患者背景因子から MTX による肝毒性発現に影響を与える要因を検討した試
験は今回が初めてである。 
本研究の限界は、MTXによる肝毒性の定義を肝酵素の正常値からの逸脱とした点である。
通常、肝酵素が正常値から逸脱しただけでは肝毒性の発生とみなすには不十分である。し
かし、本コホートでは、葉酸投与による対応がとられているため、既報告 133, 134 のような
肝酵素が正常値の 2 倍~3倍以上になる患者は少なかった。しかし、感度分析を用いた確認
も行っているため、本検討結果は頑健性があると考えられた。 
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5. 結論 
結果から、MTX による肝毒性発現の関連要因として、患者背景因子では、MTX の投与
量、eGFRが抽出され、遺伝的因子では、ABCB1 3435C>T 、ATIC 347C>Gが抽出され
た。また、より高度な肝毒性を発現する要因として BMIが認められた。これらの要因を持
つ患者は、適切なモニタリングを行い、投与量の調整や葉酸の投与などの処置を行うこと
が重要である。 
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第３章 母集団薬物動態解析を用いた赤血球中 MTX-PGs のクリアランスに影
響を与える要因の検討 
 
緒言 
序論で述べたとおり、血漿中のMTX は 24 時間以内に血漿中からに検出されなくなるた
め、血漿中 MTX を用いて臨床効果を検討することは困難である。しかし、MTX は細胞内
に MTX-PGs の形で蓄積され、効果を発現することが知られている 19-22。したがって、病
変部の細胞内濃度を臨床効果のモニタリング指標として評価することが有益であると考え
られるが、実臨床においては困難である。そのため以前から、日常診療で容易に得ること
ができる赤血球中の MTX-PGs 濃度を治療効果の予測に活用することが試みられている。
過去の報告において、赤血球中 MTX-PGs 濃度は単核球や白血球内 MTX-PGs 濃度と相関
があることが報告されており 135、赤血球中 MTX-PGs 濃度高いほど良好な治療反応性が得
られることも示されている 135, 136。 
そこで、赤血球中 MTX-PGs 濃度に影響を与える要因を特定できれば、個々の患者にあ
った MTX 投与量を検討する際の一助となると考えた。第 1章において、MTX に関連する
輸送担体と酵素における遺伝的因子に人種差や性差が存在することが確認され、第 2 章で
は、MTXの有効性や安全性に影響を与える患者背景因子を抽出できた。これらの結果をふ
まえて、遺伝的因子を含めた患者背景因子から赤血球中 MTX-PGs のクリアランス(CL)に
影響を与える要因を検討することとした。 
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1. 目的 
日本人 RA患者におけるMTX個別化療法を確立するために、日本人 RA患者における赤
血球中 MTX-PGs のクリアランス(CL)に影響を与える要因を母集団薬物動態解析を用いて
検討した。 
 
2. 方法 
2-1 対象者 
2015年 6月～9月までに受診した、慶應義塾大学病院リウマチ内科に通院治療中でMTX
服用歴があるか、またはこれからMTX服用を開始する日本人成人 RA患者のうち、本研究
への参加に同意が得られた全患者 307 名を対象とし、以下の除外基準を該当する患者を除
外した。RAの診断には、ACR 1987 criteria88 もしくは ACR/ EULAR 2010 criteria106を
使用した。 
 
2-1-1 除外基準 
① 採血時点でMTXの服用を中止している。 
② MTXを服用しているにも関わらず、MTXPGs濃度が検出されない。 
③ 体重のデータが欠損している。 
 
2-2 対象薬剤 
MTXはリウマトレックス®カプセル 2mg (ファイザー株式会社)、またはメソトレキセー
ト®錠 (ファイザー株式会社)、メトレート®錠（参天株式会社）とした。 
 
2-3 採血 
 遺伝子解析用の採血に関しては第２章に記載した。赤血球中 MTX-PGs 濃度測定用に、
ヘパリンナトリウム抗凝固剤入りの採血管を用いて１被験者あたり全血 10mL を採取した。
なお、採血時間の規定は設けなかった。血液試料は、採取日中に個人情報保護の目的で連
結可能匿名化した後、慶應義塾大学大学院薬学研究科医薬品情報学講座に搬送した。血液
試料は、24時間以内に赤血球と血漿に分離した。分離した血液試料は測定時まで、-30℃で
冷凍保存した。 
 
2-4 カルテ調査 
患者背景情報は、患者プロフィール、医師の診療録、退院時サマリー、他院からの紹介
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状、処方歴、初回問診票、臨床検査値を試験施設である慶應義塾大学病院内の電子カルテ
情報から収集した。 
 
2-5 患者背景因子  
赤血球中MTX-PGs の CLに影響を与える要因の特定を検討するうえで、以下の患者背景
因子を用いた。(表 19) 
 
表 19 患者背景因子 
年齢 性別 体重 eGFR 
クレアチニン MCV MTX投与量 葉酸投与量 
遺伝子多型 NSAIDsの併用 PPIの併用 MTXの服用曜日及び時間 
 
採血日の背景情報が得られない場合は、採血日に最も近い受診日の情報を使用した。 
MTXの服用スケジュールは、MTX診療ガイドライン 137において、低用量パルス療法によ
る投与スケジュールとなっている。一般に週に 1~2 日で投与して（1 週当たりの投与量を
12 時間ごとに分割投与）、5～6 日の休薬が行われるため、各患者で服用曜日が決まってい
る。本研究において服用曜日が不明であった患者については、同意日の翌日の曜日をMTX
服用曜日と仮定した。また服用時間は、朝服用の場合は AM 7:00、夜服用の場合は PM19:00
に服用したと仮定した。 
 
2-6 遺伝子型評価 
1 ) 遺伝子型評価部位 
第２章において評価した遺伝子多型のうち、MTXに関連する輸送担体および、グルタミ
ン酸の結合と加水分解に関連する酵素における遺伝子多型を用いることとした。また、
ABCB1 G>Aは G/Gのみであるため、検討から除外した。以下に遺伝子評価部位を示す。 
RFC1 80G>A (rs1051266) 、 ABCB1 1236C>T (rs1128503) 、 ABCB1 3435C>T 
(rs1045642)、ABCC2 1249G>A (rs2273697)、ABCC2 IVS23+56T>C (rs4148396)、ABCG2 
914C>A (rs2231142)、FPGS 1994G>A (rs10106)、GGH 16T>C (rs1800909)、GGH 452C>T 
(rs11545078)、GGH -401C>T (rs3758149) 
 
2 ) 遺伝子型評価方法 
第２章と同様である。 
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2-7 赤血球中MTX-PGs濃度測定 
2-7-1 試料準備 
2-7-1-1 MTX及びMTX-PGs混合溶液 
標準物質として、MTX及びMTX-PG2~7を用いた（表 8）。MTX及びMTX-PG2~7をそれ
ぞれ 2mg 秤量し、各々0.1 M 水酸化カリウムを数滴添加して溶解し、精製水を加えて
200µg/mLに調整した。その後、MTX及びMTX-PGsの混合溶液をそれぞれ必要量添加し、
移動相 A（10mM 重炭酸アンモニウム水溶液, pH10）を用いて、500nMに希釈した。そし
て、検量線用標準溶液として、MTX及び MTX-PGs 混合溶液を移動相 A を用いて、5nM、
10nM、20nM、100nM、200nMに調整した。添加量などの詳細は実験の部に記載した。 
 
2-7-1-2 内標準物質溶液 
内部標準物質として Aminopterinを用いた（表 20）。Aminopterinを 5mg秤量し、0.1 M 
水酸化カリウムを数滴添加して溶解し、精製水を加えて 1mg/mLに調整した。Aminopterin
を必要量添加し、移動相 A（10mM 重炭酸アンモニウム水溶液, pH10）を用いて、2.5µM
に希釈した。そして、検量線及び検体測定用の内標準物質溶液として、Aminopterin を移
動相 Aを用いて 50nMに調整した。添加量などの詳細は実験の部に記載した。 
 
表 20 使用した標準品 
試薬・標準品名 メーカー名 
Methotrexate 和光純薬工業株式会社 
4-Amino-10-methylpteroyl-di-γ-L-blutamic acid ammonium salt Schircks Laboratories 
4-Amino-10-methylpteroyl-tri-γ-L-blutamic acid ammonium salt Schircks Laboratories 
4-Amino-10-methylpteroyl-tetra-γ-L-blutamic acid ammonium salt Schircks Laboratories 
4-Amino-10-methylpteroyl-penta-γ-L-blutamic acid ammonium salt Schircks Laboratories 
4-Amino-10-methylpteroyl-hexa-γ-L-blutamic acid ammonium salt Schircks Laboratories 
4-Amino-10-methylpteroyl-hepta-γ-L-blutamic acid ammonium salt Schircks Laboratories 
Aminopterin SIGMA-ALDRICH 
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2-7-2 赤血球MTX-PGsの抽出方法 
van Haandel ら 138の方法を応用した。－30℃で保存していた RA 患者の赤血球 200µL
に内部標準物質溶液 100µL及び移動相 A 110µLを添加し、完全に溶血するまで十分攪拌し
た。一方、検量線用のサンプルでは、健康成人の赤血球 200μLに内部標準物質溶液 100μL
及び調整された各濃度のMTXPGs溶液を 100μL、移動相 A 10µLを添加し、完全に溶血す
るまで十分攪拌した。溶血させたサンプルに 70%過塩素酸 40µLを添加し、すぐに 20秒間
攪拌して、4℃、15,000rpmで 5分間遠心した。そして、移動相 Aを 550µL添加し、約 1mL
のサンプルとした。その後、固相カラムであるMAX®OASIS (Waters)を用いて、固相抽出
を行った。まず、100%メタノールを総量 2mL (1mL×2回)添加し、その後精製水を総量 2mL 
(1mL×2 回) 添加してカラムの平衡化を行った。次に、サンプルの上清 800µL をカラムに
添加し、MTX-PGsを固相カラムに結合させた後、アンモニア水 (アンモニア：精製水=5：
95) を総量 2mL (1mL×2回) 添加して、洗浄した。その後、2%ギ酸含有メタノール 4 mL 
(1mL×4回)で溶出し、遠心エバポレーターを用いて60℃で蒸発乾固した後、測定まで－30℃
で遮光保存した。そして、測定日に移動相 A 200µLにて再溶解させた。 
 
2-7-3 液体クロマトグラフィータンデムマススペクロトメトリー(LC-MS/MS) 
den Boer ら 139の方法を応用して行った。本検討における LC 機器の詳細に関しては、
実験の部に記載した。HPLC 条件として、分析カラムに XBridgeTM BEH C18 2.5µm 
2.1×100mm（Waters）、ガードカラムに XBridgeTM BEH C18 2.5µm Vanguard 
Pre-Column 2.1×5mm（Waters）を使用した。カラムオーブンは 35.0℃とした。移動相
Aとして 10 mM 重炭酸アンモニウム（pH10）、移動相Bとして100%メタノールを用いた。
流速は 0.15mL/minとし、分析時間は 15分とした。移動相のグラジエントは、移動相 B を 
7 % で 1 分間後、2分間で移動相 B を 50%とし、さらに 30秒間で移動相 B を 95％とし
た。その後移動相 B を 95%で 4分間維持し、30秒で移動相 Bを 7％とし、移動相 Bを 7%
で 7分間維持して平衡化した。サンプル注入量は 4µL とした。  
MSには API3200 (Applied Biosystems) を使用し、イオン化エレクトロスプレーイオン
化 (ESI)法を用いた。イオンモードはポジティブモードを使用した。表 21 に multiple 
reaction monitoring (MRM) パラメータである、プリカーサーイオン及びプロダクトイオ
ン、declustering potential (DP) 、entrace potential (EP) 、collision cell entrance potential 
(CEP)、collision energy (CE) 、collision cell exit potential (CXP) の値を示した。また、
curtain gas (CUR)は 15PSI、collision gas (CAD)は 3PSI、 ion spray voltage (IS) 5500 V、
温度は 700℃で設定した。解析用ソフトとして Analyst® Software Version 1.4.1 (Applied 
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Biosystems) を使用した。MTX-PG2～7のクロマトグラフを図 5に示した。 
 
 
表 21  MTX及びMTX-PGs、AminoputerinのMRMパラメータ 
成分 プリカーサーイオン (m/z) プロダクトイオン(m/z) DP (V) EP (V) CEP (V) CE (V) CXP (V) 
MTX 455.2 308.2 46 7.5 22 25 6 
MTX-PG2 584.2 308.2 56 9 22 33 6 
MTX-PG3 357.2 175.1 26 8.5 16 43 6 
MTX-PG4 421.7 308.2 36 5 18 25 6 
MTX-PG5 486.2 308.1 36 7.5 22 29 6 
MTX-PG6 550.8 308.0 36 8.5 22 31 26 
MTX-PG7 615.3 308.2 41 8 32 33 6 
Aminopterin 441.1 294.2 51 7 22 27 6 
 
 
 
 
図 5 MTX及びMTX-PGsのクロマトグラフ 
 
 
2-7-4 検量線の作成 
検量線は、健康成人の血液から分離した赤血球に、MTX及びMTX-PGs含有標準溶液を
添加し、2.5、5、10、50、100nMの 5濃度を用いて作成した。定量下限はMTX及びMTX-PG2
～5は 0.1nM、MTX-PG6,7は 1nM であった。回収率は 23.5～33.9%、日内変動は 13.5%以
下、日間変動は 12.2%以下であった。赤血球中MTX及びMTX-PG2～7濃度を、ピーク面積
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を用いた内部標準法により検量線を作成し算出した。本研究では、MTX 及びMTX-PGs 濃
度を合計した総 MTX-PGs 濃度を用いた。また、母集団薬物動態解析を行う際、MTX 及
びMTX-PGs 濃度の単位を nMから ng/mLに換算した。 
 
2-8 統計解析 
赤血球中総 MTX-PGs 濃度および患者背景因子を用い、母集団薬物動態解析を行った。
解析には非線形混合効果モデル用ソフト Phoenix NLME version 1.3 (Certara LP 
Princeton NJ USA)を用い、解析アルゴリズムは条件付き一次推定‐拡張最小二乗法
(FOCE-ELS :First Order Conditional Estimation-Extended Least Squares)を使用した。 
 
2-9 母集団薬物動態モデル 
母集団薬物動態モデルの構築として、患者の大半が長期間の投与をおこなっているため、
薬物動態モデルは経口 1コンパートメントモデルを用い、CL/F及び分布容積(Vd/F)を推定
した。しかし、初回 MTX 開始付近での採血がおこなえていないことから、本検討では、
Vd/F に影響を与える共変量を検討しないこととした。また、同様に ka の予測も困難なた
め、既報告 140を参考にし、0.503で固定した。 
母集団薬物動態パラメータの個体間変動の誤差には、以下の指数誤差モデル(exponential 
error model)を使用した（式 1）。 
 
Pi＝Ppop×exp(ηi) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・式 1 
 
ここで、Piは被験者 iの薬物動態パラメータ、Ppopは薬物動態パラメータの母集団平均値
であり、個体間変動 ηは平均値が 0、分散が ω2の正規分布に従う確率変数である。 
また、実測値の誤差である個体内変動の誤差については、薬物濃度によって主要な誤差
モデルが変化することを想定し以下の比例‐付加混合誤差モデル(combined proportional 
and addictive error model)を使用した（式 2）。 
 
Cobsij＝Cpredij× (1+εi1)+ εi2・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・式 2 
 
 ここで、Cobsijは被験者 i の時間 j における薬物濃度実測値、Cpredijは薬物濃度推定値で
あり、εは平均値が 0、分散が σ2の正規分布に従う確率変数である。 
上述より得られた母集団薬物動態モデルをベースモデルとし、このモデルの薬物動態パ
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ラメータに影響を与える共変量を個別に検討した。検討する共変量を以下に示す。ただし、
人数が 5 名未満となるカテゴリー型データは共変量としてモデルに組み込まないことにし
た。 
 
性別、年齢、eGFR、クレアチニン、MCV、PPIの併用、NSAIDsの併用、遺伝子多型 
 
遺伝子多型に関しては、2つのホモの遺伝子型を比較し、頻度の高い遺伝子型を野生型ホモ
とし、それ以外の遺伝子型を変異型アレルとした。そして、それぞれの遺伝多型に対して、
①野生型ホモ、ヘテロ型、変異型ホモの 3群 ②野生型ホモ、変異型アレル(ヘテロ+変異型
ホモ)の 2群 ③野生型アレル(野生がホモ+ヘテロ)、変異型ホモの 2群 の 3パターンでモ
デルに組み込んだ。 
 
薬物動態パラメータに影響を与える共変量に関して、カテゴリー型データの共変量（性
別、PPIの併用、NSAIDs の併用、遺伝子多型）は、式 1の Ppopに共変量 1つにつき 
(θcovn ×Covin)または(1+θcovn ×Covin)を乗じていく（式 3）。 
 
 Pi＝Ppop× {(θcov1 ×Covi1)×(θcov2 ×Covi2)×(θcov3 ×Covi3)…}×exp(ηi) 
または 
 Pi＝Ppop× {(1+θcov1 ×Covi1)×(1+θcov2 ×Covi2)× (1+θcov3 ×Covi3)…}×exp(ηi) 
・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・式 3 
 
 ここで、Piは被験者 iの薬物動態パラメータ、Ppopは薬物動態パラメータの母集団平均値
であり、Coviは被験者 iの共変量、θcovは固定効果(共変量の影響を表す係数)である。 
 
同様にして、連続型データの共変量（体重、年齢、eGFR、クレアチニン、MCV）は、
式 1のPpopに式 1のPpopに共変量 1つにつき(Covin/Covn,mean) θcovnを乗じていく（式 4）。 
  
 Pi＝Ppop× {(Covi1/Cov1,mean)θcov1 × (Covi2/Cov2,mean)θcov2 × (Covi3/Cov3,mean)θcov3…} ×exp(ηi) 
・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・式 4 
 
ここで、Piは被験者 iの薬物動態パラメータ、Ppopは薬物動態パラメータの母集団平均値
であり、Coviは被験者 i の共変量、Covmeanは母集団の共変量の平均値、θcovは固定効果で
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ある。 
各共変量が薬物動態のパラメータに与える影響の有無は、ベースモデルに共変量を加え
た新たなモデルとの目的関数値(OFV : Objective Function Value)の差(∆OFV)が自由度1の
X2分布に従うと仮定し、X2値が 3.84以上変化した場合を有意とした(有意水準 p<0.05)。モ
デル構築には変数増加法を用いた。有意となった共変量を組み込んだ新たなモデルを基準
に、残りの共変量に対して同様の検討を行い、この過程を OFV値の有意な低下が認められ
なくなるまで繰り返した。その後、変数減少法により、組み込んだ変数を取り除き、影響
の有無を再度評価した。なお、最終モデルの選択には各共変量の有意性だけでなく、パラ
メータの推定精度やモデル診断プロット、臨床的意義などを考慮して総合的に判断した。 
 
2-10 モデルの妥当性 
 母集団薬物動態パラメータの妥当性は、ブートストラップ法及び視覚的事後予測性能評
価により評価した。ブートストラップ法では、全体のデータセットから個体ごとのデータ
をランダムに復元抽出し、最終モデルからパラメータ推定値を算出する過程を 1000回繰り
返すことで、95%信頼区間を算出し、モデルの妥当性を評価した。視覚的事後予測性能評価
では、最終モデルの母集団及び個人の推定パラメータを用いて算出された予測薬物濃度値
と実測値とを重ね合わせたプロットや、予測値と実測値の差を示す条件付き重み付き残差
を図示(goodness-of-fit plot)することで、モデルの妥当性を視覚的に評価した。 
 
2-11 研究倫理 
なお、本研究計画は慶應義塾大学医学部倫理委員会ならびに慶應義塾大学薬学部ヒトゲ
ノム・遺伝子解析研究倫理委員会にて承認された。 
(〈薬学部〉承認番号：G151007-1、G161014-1 承認時申請タイトル：Methotrexateによ
る関節リウマチ個別化療法の確立、〈医学部〉承認番号：20140445 承認時申請タイトル：
Methotrexateによる関節リウマチ個別化療法の確立) 
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3. 結果 
3-1 対象患者  
本検討の解析用コホートの RA 患者は 268 名であった。患者背景因子を表 22 に示した。
年齢は平均 61.4 歳、性別は女性が 230 名(85.8%)、平均体重は 53.5kg、平均 BMI は 21.5
であった。MTX の平均投与量は 8.8mg、葉酸の平均投与量は 6.6mg、csDMARDs の併用
は 19名(7.1%)、PPIの併用は 50名(18.7%)、NSAIDsの併用は 57名(21.3%)であった。検
査値では、eGFRは平均 80.8ml/min/1.73m2、クレアチニンは平均 0.67mg/dL、MCVは平
均 9.47fLであった。MTXの服用曜日が不明の患者は 12名(4.5%)であった。遺伝子多型に
おいて、全ての遺伝子多型において、HWEを満たしていた。 
 
表 22 患者背景因子 
Characteristics Total (n=268) HWE※ 
Age (years; mean±SD) 61.4 ± 13.0  
Gender, female (%) 230 (85.8)  
Body weight (kg; mean±SD) 53.5 ± 9.7  
BMI (mean±SD) 21.5 ± 3.0  
MTX dosage (mg/week; mean±SD) 8.8 ± 3.0  
Folic acid dosage (mg; mean±SD ) 6.6 ± 4.4  
Combination treatment 
 
 
Other csDMARDs, n (%) 19 (7.1)  
Proton pump inhibitor, n (%) 50 (18.7)  
oral NSAIDs, n (%) 57 (21.3)  
eGFR (mL/min/1.73 m2; mean±SD) 80.8 ± 19.2  
Creatinine (mg/dL) 0.67 ± 0.14  
MCV (fL) 9.47 ± 5.40  
RFC1 80G>A, n (%) G/G 56 (20.9) 0.31 
 G/A 124 (46.3)  
 A/A 88 (32.8)  
ABCB1 1236C>T, n (%) C/C 48 (17.9) 0.84 
 C/T 129 (48.1)  
 T/T 91 (34.0)  
ABCB1 3435C>T, n (%) C/C 95 (35.4) 0.99 
 C/T 129 (48.1)  
 T/T 44 (16.4)  
ABCC2 1249G>A, n (%) G/G 208 (77.6) 0.54 
 G/A 55 (20.5)  
 A/A 5 (1.9)  
ABCC2 IVS23+56 T>C, n (%) T/T 169 (63.1) 0.73 
 T/C 88 (32.8)  
 C/C 10 (3.7)  
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3-2 MTX及びMTX-PGs濃度 
 対象患者 268名において、6名は 2回目来院時の検体を含め、274検体を用いた。274検
体についてMTX及びMTX-PGs濃度を測定した結果は、MTX（mean±SD） 47.0±24.8nM、
MTX-PG2 37.0±21.2nM、MTX-PG3 31.4±22.6 nM、MTX-PG4 3.1±4.4nM、MTX-PG5は
ほとんどの患者で検出できず、最大 2.7nMであった。また、MTX-PG6, 7は検出されなかっ
た。総MTX-PGs濃度は 118.6±61.8nMであった。 
 
  
表 22 患者背景因子 (つづき)    
Characteristics Total (n=268) HWE※ 
ABCG2 914C>A, n (%) C/C 126 (47.0) 0.63 
 C/A 113 (42.2)  
 A/A 29 (10.8)  
GGH 16T>C, n (%) T/T 153 (57.1) 0.20 
 T/C 104 (38.8)  
 C/C 11 (4.1)  
GGH 452C>T, n (%) C/C 232 (86.6) 0.15 
 C/T 33 (12.3)  
 T/T 3 (1.1)  
GGH -401C>T, n (%) C/C 154 (57.5) 0.08 
 C/T 105 (39.2)  
 T/T 9 (3.4)  
FPGS 1994G>A, n (%) G/G 127 (47.4) 0.85 
 G/A 114 (42.5)  
 A/A 27 (10.1)  
※ p-value of chi-square test for agreement with HWE.  
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3-3 母集団薬物動態モデルの構築 
母集団薬物動態モデルの構築として、経口 1-コンパートメントモデルを用いて CL/F、
Vd/Fを推定した。まず、共変量を組み込まずにMTX投与量、MTXの服用時間、総MTX-PGs
濃度を用いてモデル構築を行い、その母集団薬物動態モデルをベースモデルとした。薬物
動態パラメータに影響を与える共変量を検討したモデル構築過程を以下の表 23に示す。 
CL/Fに対して、全ての共変量を 1つずつモデルに組み込み検討を行った。そのうち、体
重が最もモデルへの当てはまりがよかったため(p=0.004)、体重の共変量をベースモデルに
組み込んだ。次に、eGFRの影響が大きかったため、体重を組み込んだモデルに追加したと
ころ、p=0.007となり、モデルへの当てはまりが良好であった。最後に、残った共変量をそ
れぞれ 1 つずつモデルに組み込んだところ、PPI の併用を追加した際、体重及び eGFR を
組み込んだモデルと比較し、有意な差が認められた (p=0.039)。これ以上モデルにいずれの
共変量を組み込んでも、有意な差は得られなかったため、体重及び eGFR、PPIの併用を共
変量として組み込んだモデルを最終モデルとした。また、最終モデルから体重及び eGFR、
PPIをそれぞれ取り除いたところ、有意差がみられたため、組み込んだ共変量はモデルに影
響を与える要因として妥当であることを確認できた。 
  
表 23 母集団薬物動態モデル構築 
 OFV ∆OFV p value 
Base Model 2565.983 
-8.214 
-7.115 
-4.256 
0.004 
0.007 
0.039 
BW (Body Weight) on CL/F 2557.769 
BW , eGFR on CL/F 2550.654 
BW, eGFR, PPI on CL/F 2546.398 
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3-4 モデルの妥当性 
3-4-1 母集団薬物動態パラメータとブートストラップ推定値 
ベースモデル及び最終モデルの母集団薬物動態パラメータとCL及びVdの予測式を表24
に示した。最終モデルの母集団薬物動態パラメータとブートストラップ法によるパラメー
タ推定値はほぼ同様であった。最終モデルにおける予測式を以下に示す。 
CL /F = (0.762×(BW/53.5)0.543×(eGFR/80.8)0.390×(1－0.133×PPI )×exp(η) 
Vd/F = 279.6×exp (η)  
 
表 24 赤血球中MTX-PGs濃度を用いた母集団薬物動態パラメータ  
Base Model  
parameter Estimate ± SE CV(%) 95% CI 
Bootstrap※ 
Mean 
CV(%) 95% CI 
Ka ( /h) 0.503  ― ―  ― 
CL /F (L/h) 0.734 ± 0.022 3.0 0.690―0.777 ―  ― 
Vd /F (L) 288.0 ± 32.1 11.2 224.8―351.3 ―  ― 
Inter-individual variability 
ω2CL 0.141 ± 0.024 ― ― ―  ― 
ω2Vd 0.235 ± 0.113 ― ― ―  ― 
Intra-individual variability 
σ2prop(%) 19.9 ± 5.0 25.3 10.0―29.8 ―  ― 
σadd (ng/mL) 5.75 ± 1.32 22.9 3.16―8.34 ―  ― 
Final Model 
parameter Estimate ± SE CV(%) 95% CI Bootstrap※ Mean  95% CI 
Ka ( /h) 0.503  ― ―  ― 
CL/F (L/h) 0.762 ± 0.023 3.0 0.717―0.807 0.758 ± 0.025 3.2 0.708―0.807 
Vd/F (L) 279.6 ± 30.2 10.8 220.1―339.0 278.2 ± 31.6 11.3 220.7―342.8 
BW (kg) 0.543 ± 0.161 29.6 0.226―0.860 0.546 ± 0.177 32.4 0.196―0.897 
eGFR 
(mL/min/1.73m2) 
0.390 ± 0.105 26.9 0.183―0.596 0.389 ± 0.134 34.3 0.133―0.648 
PPI 0.133 ± 0.047 35.1 －0.224―－0.041 －0.124 ± 0.063 50.7 －0.242―0.006 
Inter-individual variability 
ω2CL 0.127 ± 0.017 ― ― 0.125 ± 0.022 ― ― 
ω2Vd 0.449 ± 0.297 ― ― 0.428 ± 0.219 ― ― 
Intra-individual variability 
σ2prop (%) 17.3 ± 4.0 23.2 9.4―25.1 16.4 ± 5.1 31.2 4.4―27.6 
σadd (ng/mL) 5.68 ± 1.55 27.3 2.62―8.72 4.99 ± 1.98 39.6 0.38―8.19 
η: Inter-individual variability 
※Bootstrap: calculated from 1,000 bootstrap data sets 
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3-4-2 視覚的事後予測性能評価 
母集団薬物動態最終モデルの推定パラメータを用いて視覚的事後予測性能評価を行い、
モデルの妥当性を視覚的に評価した。得られた母集団薬物動態最終モデルの goodness-of-fit 
plotを図 6に示した。(A)及び(B)では、実測濃度と母集団及び個別の予測濃度との間で良好
な相関がみられた。しかし、高濃度域では実測濃度と予測濃度のずれが生じる傾向がみら
れた。また、(C)及び(D)の重みつき残渣との関連性では、プロットは概ね±2 以内であり、
モデルの当てはまりは良好であった。 
 
 
図 6 母集団薬物動態解析の最終モデルの goodness-of-fit plot 
(A)赤血球中 MTX-PGs濃度の実測値に対する母集団推定パラメータに基づく予測値 
(B)赤血球中 MTX-PGs濃度の実測値に対する個人推定パラメータに基づく予測値 
(C)条件付き重み付き残差に対する母集団推定パラメータに基づく予測値 
(D)条件付き重み付き残差に対する投与後時間 
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4. 考察 
本検討では、慶應義塾大学病院の RA 患者の赤血球中 MTX-PGs 濃度から、母集団薬物
動態解析を用いて、赤血球中MTX-PGsの CL/Fに影響を与える要因を検討した。いくつか
の既報告では、血漿中MTX濃度を用いて母集団薬物動態解析を行っているが 140, 141、赤血
球中MTX-PGs濃度を用いた解析は Korellら 142の報告のみである。したがって、日本人に
おける赤血球中 MTX-PGs 濃度を用いた母集団薬物動態解析の検討としては本研究が初め
てである。 
母集団薬物動態解析の結果、最終モデルの CL/Fの予測式に、体重、eGFR、PPIの併用
が共変量として組み込まれた。体重と eGFRがそれぞれの平均値より小さい場合、また PPI
を併用した場合、赤血球中MTX-PGsの CL/Fが低下することが示された。 
eGFR に関して、MTX は主に腎臓から排泄される医薬品であるため、eGFR が小さいと
血漿中からのMTX排泄が遅延する 143。これにより、赤血球へのMTXの曝露時間が増え、
赤血球への移行が大きくなることが考えられる。したがって、eGFRが小さいほど赤血球中
MTX-PGs濃度が高くなり、見かけ上赤血球中MTX-PGsのCL/Fが低下したと考えられる。 
PPIの併用に関しては、既報告において高用量のMTXを投与した患者において、PPIを
併用していると血漿中 MTX の排泄が抑制されることが報告されている 144。そのメカニズ
ムとしては、Chioukh RらがMTXの輸送担体では Organic Anion Transporter 3 (OAT3)
が PPIにより阻害されることで、MTX排泄が低下することを示している 145。実際 FDA で
は、高用量の MTX 投与をする際には PPI との併用は注意するようにラベル変更が行われ
ている。一方、低用量の MTX を使用する RA 患者においては、MTX の CL/F に影響しな
いとの報告もある 146。本検討では、PPI 併用により赤血球中 MTX の CL/F を低下させる
結果が得られた。赤血球中 MTX-PGs 濃度と PPI の併用との関連性に関する報告はないた
め、既報告と比較はできなかった。PPIの併用により、赤血球中MTXの CL/Fが低下した
原因としては、上述のとおり血漿中のMTXの排泄が低下したことにより、共変量の eGFR
による影響と同様、赤血球内へのMTX移行が増大し、CL/Fが低下したと考えられる。 
また既報告において、MCVが CL/Fに影響することが報告されている 142。しかし、本研
究では、モデルへの当てはまりが悪かったため、最終モデルに共変量として組み込まれな
かった。遺伝子多型も同様に、モデルへの当てはまりが悪かったため、最終モデルに共変
量として組み込まれなかった。 
本研究の限界としては、ほとんどの患者において、1回の採血しか行っていないことが挙
げられる。それにより固体内変動を十分に検討できなかった可能性があり、今後測定検体
数を増やして検討する必要があると考えられる。2つ目に、服用時間がわからないため、朝
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服用 7:00、夜服用 19:00 と仮定しており、実際の服用時間と異なる可能性が考えられる。
しかし、患者の大半が長期間の維持投与を行っているため、実際の服用時間と仮定した服
用時間のずれによる影響は少ないと考えられる。3 つ目に、MTX の服用曜日がわからない
患者が存在したが、12 名(4%)であったため、影響は少ないと考えられる。最後に本検討で
は、臨床効果を加味して検討していないため、至適濃度の検討を行うことが出来なかった
ことが挙げられる。その理由としては、生物学的製剤を使用している患者が半数存在する
こと、またすでに寛解状態となっており、投与量を減量している患者が存在することから
検討を行うことができなかった。 
 
5. 結論 
本検討より、赤血球中MTX-PGs濃度に影響を与えうる要因として、体重、eGFR、PPI
の併用を抽出することができた。これらの要因は血漿中MTXにおける排泄にも関連してい
る要因であり、赤血球中MTX-PGs濃度推移においても、同様の要因が関連することが示
された。しかし、本検討では、MTXに関連する輸送担体や酵素の遺伝子多型が影響因子と
して抽出されなかった。今後、測定検体数を増やし、検討を続ける必要がある。  
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総括 
第１章において日本人におけるMTXに関連する輸送担体や酵素及び抗 TNFα製剤に関
連する TNFαのアレル頻度が明らかになり、個体差における遺伝的因子の寄与の可能性が
示唆された。また、アレル頻度の人種差の有無も明らかになり、治療反応性ならび副作用
発現ひいては至適投与量が人種により異なる可能性が考えられた。第 2章においては、日
常診療下でのMTXの治療反応性や有害事象の発現に影響を与えうる遺伝的因子を含む患
者背景因子を特定することを目的にコホート研究を行ったところ、治療反応性に関連する
要因として、MTX開始までの罹病期間、MTXの取り込み輸送担体の RFC1 80G>A とMTX
の作用点の TYMS 5’-UTR 28bp tandem repeat が抽出された。罹病期間が長い患者では、
MTXの治療反応性が低い可能性があり、早期から csDMARDsや生物学的製剤の併用を考
慮する必要があると考えられた。また、遺伝子多型の RFC1 80G>A及び TYMS 5’-UTRは
MTXの治療反応性のバイオマーカーとなり得る可能性が示されたが、特に TYMS 5’-UTR
に関しては、異なる結果の既報告が存在するため、今後も臨床効果との関連性の検討を続
ける必要がある。一方、肝毒性の発現に関連する要因として、MTXの投与量、eGFR、MTX
の排泄輸送担体の ABCB1 3435C>T、MTXの作用点の ATIC 347C>Gが抽出された。ATIC 
347C>GはMTXによる肝毒性の発現のバイオマーカーとなり得る可能性が示されたが、
ATIC 347C>Gと肝毒性の発現との関連性の既報告はなく、遺伝子変異による機能変化も不
明であるため、今後も検討を続ける必要があると考えられた。また、肥満患者では重度の
肝毒性を起こしうるため、MTX治療中、より肝機能に十分な注意を払う必要があることが
示された。以上の結果を踏まえて、日本人 RA患者を対象とした母集団薬物動態解析を用い
て、赤血球中MTX-PGsの CLに影響を与える要因を検討したところ、体重、eGFR、PPI
の併用を抽出することができ、MTX-PGs濃度を検討する際には、これらの要因を考慮する
必要あると考えられた。特に eGFRに関しては、肝毒性発現においても関連していたため、
安全性において考慮すべき要因であることが示された。しかし、本研究では、遺伝子多型
による赤血球中MTX-PGsの PKへの影響がみられず、コホート研究との間で結果が一致
しなかった。コホート研究において抽出された遺伝子多型は有効性や安全性において留意
する必要があるかもしれないが、今後、PK解析を含めより多くの検体を用いて検討を続け
る必要があると考えられた。 
日本人 RA患者における複数の遺伝子多型を含めた患者背景因子を用いた検討はこれま
でほとんどおこなわれていなかったため、本研究結果は日常診療下でのMTXの個別化療法
の一助となるものと思われる。 
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実験の部 
1. 試薬 
1 ) DNA抽出 
Wizard® Genomic DNA Purification Kit    プロメガ(株) 
 イソプロピルアルコール     SIGMA-ALDRICH(株) 
99.5%エタノール       和光純薬(株) 
1M tris-HCl (pH8.0)      和光純薬(株) 
0.5M EDTA (pH8.0)      和光純薬(株) 
 
2 ) 遺伝子型評価 
TaqMan® Universal PCR Master Mix   Applied Biosystems 
40×TaqMan® SNP Genotyping Assay Mix   Applied Biosystems 
  Takara Taq       タカラバイオ(株) 
  10× PCR buffer      タカラバイオ(株) 
  dNTP Mixture      タカラバイオ(株) 
グリセリン       和光純薬(株) 
Nusieve® GTG® Agarose          Cambrex Bio Science Rockland 
20bp DNA Ladder          タカラバイオ(株) 
10× loading buffer        タカラバイオ(株) 
ホウ酸            和光純薬(株) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane        和光純薬(株) 
EDTA-3Na           同仁化学研究所(株) 
 
3 ) 赤血球中MTX-PGs 濃度測定 
Methotrexate         和光純薬(株) 
4-amino-10–methylpteroyl-di- L-glutamic acid ammonium salt (MTX-PG2) 
4-amino-10-methylpteroyl-tri- L-glutamic acid ammonium salt (MTX-PG3) 
4-amino-10-methylpteroyl-tetra- L-glutamic acid ammonium salt (MTX-PG4) 
4-amino-10-methylpteroyl-penta- L-glutamic acid ammonium salt (MTX-PG5) 
4-amino-10-methylpteroyl-hexa- L-glutamic acid ammonium salt (MTX-PG6) 
4-amino-10-methylpteroyl-hepta-L-glutamic acid ammonium salt (MTX-PG7) 
         Schircks Laboratories 
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  Aminopterin          SIGMA ALDRICH 
  重炭酸アンモニウム         和光純薬(株) 
ギ酸       nacalai tesque(株) 
  アンモニア水         和光純薬(株) 
  メタノール        fisher scientific 
 
2. 試薬の調整 
1 ) 70%エタノール 
99.5%エタノール 350mLに 150mLの滅菌水を加える。 
 
2 ) 5× TE buffer 
1M tris HCl (pH8.0)を 4mL、0.5M EDTA (pH8.0)を 1mL取り、精製水で 100mLま
でメスアップし、オートクレーブをする。使用時に滅菌水で 1×に希釈する。 
 
3 ) 10× TBE buffer 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane 108g、硼酸 55g、EDTA-3Na 7.09gを計りとり、
精製水で 1Lにメスアップし、オートクレーブする。使用時に滅菌水で 1×に希釈する。 
 
4 ) 移動相 A (10mM 重炭酸アンモニウム pH10) 
重炭酸アンモニウム 790.6mg をとり、精製水 1L に希釈する。その後、アンモニア水
(28%)で pH10に調整した。 
 
5 ) 3% アガロースゲル作成 
① TBEバッファー(1×) 60mLを 300mLフラスコに入れる。 
② フラスコを振りながら、Nusieve® GTG® Agarose 1.8gを少量ずつ入れて溶かす。 
③ 電子レンジに入れて、透明になるまで熱する。 
④ 人肌にぬるくなったら、エチジウムブロマイド 4µLを添加し、泡立たないように
振り混ぜる。 
⑤ 電気泳動用のトレイに流し込み、30分室温におき、その後冷蔵庫に移し、30分間
冷やして固める。 
 
 
73 
 
6 ) アンモニア水 
28%アンモニア水 10mLを精製水で 200mLにメスアップする。 
 
7 ) 2%ギ酸含有メタノール 
ギ酸 4mLをメタノールで 200mLにメスアップする。 
 
 
3. 使用機器及び器具 
 サーマルサイクラー 
PCR TaKaRa Thermal Cycler Dice® Touch            タカラバイオ(株) 
 Real-time PCR装置 
StepOnePlus            Applied Biosystems 
DNA濃度測定装置 
  Bio Spec-nano      GE Healthcare 
電気泳動装置 
 i-MyRun          コスモ・バイオ(株) 
HPLC 
ポンプ：LC-20AD        SHIMADZU 
デガッサ―：DGU-20A3        SHIMADZU 
オートサンプラー：SIL-20AC          SHIMADZU 
カラムオーブン：CTO-20AC         SHIMADZU 
コントローラー：CBM-20A        SHIMADZU 
MS/MS 
 API3200         Applied Biosystems 
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4. 実験手順 
1 ) DNA抽出 
① 全血 3mLを 15mLチューブに移した。 
② Wizard® Genomic DNA Purification Kitに添付の Cell Lysis Solution 15mLを加え転
倒混和した。 
③ 室温で 10分間静置した。 
④ 2000g,4℃で 10分間遠心した。 
⑤ 上清を除去し、ペレットを vortexした。 
⑥ Wizard® Genomic DNA Purification Kitに添付の Nuclei Lysis Solution 3mLを加え
転倒混和した。 
⑦ Wizard® Genomic DNA Purification Kit に添付の Protein Precipitation  Solution 
1mLを加え 20秒間 vortexした。 
⑧ 2000g,4℃で 1分間遠心した。 
⑨ 新しいチューブにイソプロパノール 3mLを入れ、上清を加え vortexした。 
⑩ 2000g,4℃で 1分間遠心した。 
⑪ 上清を除去し、70％エタノール 3ｍLを加えた。 
⑫ 2000g,4℃で 1分間遠心した。 
⑬ 上清を除去し、2000g,4℃で１分間遠心した。 
⑭ 上清を除去し、ペレットを室温で 10分間乾燥させた。 
⑮ TE buffer 200µLを加え、4℃で一晩静置し、ペレットを溶解させた。 
⑯ DNA溶液の濃度が 4ng/μL、100ng/μLとなるように TE bufferで希釈し保管した。  
 
2 ) 赤血球分離 
赤血球と血漿の分離は採血後 48時間以内に行う。分離方法を以下に示す。 
① 全血液試料の入った採血管を 2,000×g、4℃で 10分間遠心 
② 上層の血漿を滅菌したパスツールピペットで採取し、測定時まで-80℃で遮光保存する。 
③ 残った赤血球はデカンタでプラスチックチューブに移し、2 倍量の生理食塩水を加え、
ゆっくり転倒混和する。 
④ 2,000×g、4℃で 10分間遠心し、上層の生理食塩水を滅菌したパスツールピペットで除
去する。 
⑤ 洗浄赤血球を 2mLチューブに分注し、測定時まで-30℃冷凍保存する。 
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3 ) MTX及びMTX-PGs、内標準物質 試薬調整 
3-1）MTX及びMTX-PGs混合溶液(MTX mix) 500nMの作成 
MTX及びMTX-PG2~7ををそれぞれ 2mg秤量する。各々0.1 M 水酸化カリウムを数滴添
加して溶解し、精製水で 10mL にメスアップっして、200µg/mL に調整する。作成した
200µg/mLを用いて、MTX 227.2µL、MTX-PG2 317.4µL、MTX-PG3 390.4µL、MTX-PG5 
463.5µL、MTX-PG6 609.6µL、MTX-PG7 682.7µLを添加し、移動相 A（10mM 重炭酸ア
ンモニウム水溶液, pH10）を用いて、200mLまでメスアップしてMTX mix 500nMに調整
した。 
 
3-2) 内標準物質溶液 50nMの作成 
内部標準物質として Aminopterin を用いた。Aminopterin を 5mg 秤量し、0.1 M 水酸
化カリウムを数滴添加して溶解し、精製水を加えて 5ｍL にメスアップして 1mg/mL に調
整した。そして、Aminopterin 1mg/mL から 55.1µL添加し、移動相 A（10mM 重炭酸ア
ンモニウム水溶液, pH10）を用いて、50mLにメスアップし、2.5µMに調整した。さらに、
Aminopterin 2.5µM から 400µL 添加し、移動相 A で 20mL にメスアップして、50nM に
調整した。 
 
 
4 ) 検量線用サンプル試料調整 
検量線用標準溶液として、MTX mix 500nMを移動相 Aで、5nM、10nM、20nM、100nM、
200nMに調整した。各々の濃度の調整方法を以下に示す。 
 
5nM：MTX mix 50µLを添加し移動相 Aで 5mLにメスアップ 
10nM：MTX mix 100µLを添加し移動相 Aで 5mLにメスアップ 
20nM：MTX mix 200µLを添加し移動相 Aで 5mLにメスアップ 
100nM：MTX mix 1mLを添加し移動相 Aで 5mLにメスアップ 
200nM：MTX mix 2mLを添加し移動相 Aで 5mLにメスアップ 
 
5 ) 赤血球中MTX-PGs 濃度の定量 
ⅰ) 検量線用及び測定用サンプルの作成 
a) 検量線用サンプルの作成 
① 冷凍保存していた健康成人の赤血球を解凍した。 
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② 1.5mLのチューブに溶血させた赤血球を 200µL入れた。 
③ 内部標準物質溶液 100μL及び調整された各濃度のMTXPGs溶液を 100μL、移動
相 A 10µLを添加し、完全に溶血するまで十分攪拌した。 
④ 溶血させたサンプルに 70%過塩素酸 40µLを添加し、すぐに 20秒間攪拌して、4℃、
15,000rpmで 5分間遠心した。 
⑤ 固相カラムである MAX®OASIS に 100%メタノールを総量 2mL ロードし、その
後精製水を総量 2mLロードしてカラムの平衡化を行った。 
⑥ 遠心したサンプルの上清 800µL をカラムに添加し、MTX-PGs を固相カラムに結
合させた。 
⑦ アンモニア水(アンモニア：精製水=5：95)を総量 2mLロードして、洗浄した。 
⑧ 2%ギ酸含有メタノール 4 mLで溶出した。 
⑨ 遠心エバポレーターを用いて 60℃で蒸発乾固した後、測定まで－30℃で遮光保存
した。 
⑩ 測定日に移動相 A 200µLにて再溶解させた。 
 
b)測定用サンプルの作成 
① 保存していた RA患者の赤血球を解凍した。 
② 1.5mLのチューブに溶血させた赤血球を 200µL入れた。 
③ 内部標準物質溶液 100µL及び移動相 A（10mM 重炭酸ナトリウム水溶液）110µL
を添加し、完全に溶血するまで十分攪拌した。 
④ 溶血させたサンプルに 70%過塩素酸 40µLを添加し、すぐに 20秒間攪拌して、4℃、
15,000rpmで 5分間遠心した。 
⑤ 固相カラムである MAX®OASIS に 100%メタノールを総量 2mL ロードし、その
後精製水を総量 2mLロードしてカラムの平衡化を行った。 
⑥ 遠心したサンプルの上清 800µL をカラムに添加し、MTX-PGs を固相カラムに結
合させた。 
⑦ アンモニア水(アンモニア：精製水=5：95)を総量 2mLロードして、洗浄した。 
⑧ 2%ギ酸含有メタノール 4 mLで溶出した。 
⑨ 遠心エバポレーターを用いて 60℃で蒸発乾固した後、測定まで－30℃で遮光保存
した。 
⑩ 測定日に移動相 A 200µLにて再溶解させた。 
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ⅰ) 検量線の直線性の評価 
健康成人の赤血球に、500nMに調整したMTX-PGs混合標準溶液を添加し、2.5、5、10、
50、100nMの 5濃度の検量線を作成した。検量線は X軸に各MTX－PGｓ濃度、y軸にピ
ーク面積比(各 MTX-PGs のピーク面積比 / 内標準物質のピーク面積比)をプロットして作
成した。検量線は下図に示す。相関係数(R2)は全て 0.99以上であった。 
 
 
  
図  各MTX-PGsの検量線 
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ⅱ) 日内・日差変動の評価 
日内変動は 2.5nM、10nM、100nMの 3 濃度について、それぞれ 5 回測定し評価した。
日差変動は、上述の 3 濃度について、それぞれ 3 日間測定し評価した。日内・日差変動の
評価結果を以下の表に示す。日内変動は最大 11.7%、日差変動は最大 12.3%であった。概
ね再現性は良好である。 
 
表 MTX及びMTX-PGs濃度測定における日内・日差変動 
  日内変動 (n=5) 日差変動 (n=3) 
 濃度 CV, % CV, % 
MTX 2.5nM 5.2% 9.6% 
 10nM 7.5% 10.6% 
 100nM 4.4% 7.1% 
MTX-PG2 2.5nM 11.7% 7.3% 
 10nM 3.5% 4.0% 
 100nM 5.6% 10.4% 
MTX-PG3 2.5nM 7.5% 12.2% 
 10nM 10.6% 1.5% 
 100nM 7.0% 1.7% 
MTX-PG4 2.5nM 7.5% 11.6% 
 10nM 3.1% 6.4% 
 100nM 5.3% 2.9% 
MTX-PG5 2.5nM 6.9% 7.4% 
 10nM 3.4% 5.0% 
 100nM 4.6% 5.9% 
MTX-PG6 2.5nM 7.9% 4.4% 
 10nM 8.7% 12.3% 
 100nM 2.9% 3.7% 
MTX-PG7 2.5nM 9.9% 9.2% 
 10nM 5.7% 7.3% 
 100nM 3.4% 0.3% 
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